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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES ISSUES DE GENES CODANT POUR LA 
TRIMETHYL AMINE N-OXYDE REDUCTASE, ET LEURS UTILISATIONS, 
NOTAMMENT POUR LA DETECTION DE BACTERTES. 



La presente invention a pour objet des sequences nucleotidiques issues de genes codant 
pour la trimethylamine N-oxyde r6ductase (TMAO reductase) et utilisables, notamment en tant 
qu'amorces, pour la mise en oeuvre de precedes de detection de bacteries impliqu6es dans 
l'alteration des chairs d'animaux aquatiques, et plus particulierement d'animaux marins. 

Le trimethylamine Af-oxyde (TMAO) est un des principaux constituants de petit poids 
moleculaire des animaux marins, ou il peut representer jusqu'a 1% de leur poids sec. En 
anaerobiose, certaines bacteries utilisent le TMAO comme accepteur exogene d'electrons pour 
leur respiration. Le TMAO est alors reduit en trimethylamine (TMA), compose tres volatil, 
responsable en grande partie de 1'odeur nauseabonde des poissons cn voie de decomposition. La 
reduction du TMAO en TMA a ete mise en evidence chez les bacteries marines, comme celles 
du genre Shewanella, Photobacterium ou Vibrio (1, 2), chez des bacteries photosynthetiques 
isolees dans les eaux saumatres, comme celles du genre Rhodobacter (3), mais aussi chez 
plusieurs enterobacteries, comme Escherichia coli, Salmonella typhimurium ou Proteus 
vulgaris (4). 

L'enzyme responsable de la reduction du TMAO en TMA, correspond a la 
trimemylamine N-oxyde reductase (TMAO reductase), dont les proprietes ont ete etudiees chez 
differents organismes. A titre d'exemple, il existe chez E. coli deux enzymes distinctes 
responsables de la reduction du TMAO : la TMAO reductase et la DMSO rdductase. La TMAO 
reductase, qui est responsable de 90% de la Eduction du TMAO, est une molybdoenzyme 
periplasmique de 90 kDa, pouvant etre trouvee sous forme de monomere ou de dimere (5). Les 
TMAO reductases des differentes bacteries etudiees sont toutes des molybdoenzymes de 80- 
100 kDa qui peuvent etre retrouvees sous forme de monomere, dimere ou tetramere. Ces 
proteines sont toutes inductibles en anaerobiose par le TMAO, mais aussi par le DMSO 
(dim6thylsulfoxyde). Enfin, hormis chez P. vulgaris, les TMAO reductases sont toutes 
localisees dans le periplasme de la bacterie. 

L'dtude du systeme TMAO reductase au niveau genetique et moleculaire a ete r6alisee 
chez les enterobacteries E. coli et celles du genre Rhodobacter. Les deux TMAO/DMSO 
reductases des bacteries du genre Rhodobacter et la TMAO reductase inductible d'E.. coli. 
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temp6rature de 30°C pour r6aliser ces tests (arrete de 1979), ne permet pas de pouvoir detecter 
certaines bacteries d'alteration comme Photobacterium phosphoreum qui ne croissent pas a 
cette temperature. Ainsi, meme si la mesure non specifique de la charge microbienne totale 

p.11p. tip nermet ceDendBHt pas 
constitue un bon indicateur oe leiai a nygicu* H ^ s » — >> ^ * 

5 d'evaluer la qualite sensorielle de ce type de produit. L'examen microscopique des aliments est 
une technique rapide pour estimer le niveau de contamination bacterienne. Les cellules colorees 
a 1'acridine orange sont visualises par une technique de microscopie de fluorescence; le 
principal inconvenient de cette methode reste cependant sa faible sensibilite (entre 10< et 10 s 
cellules). 

10 La d6gradation des composants cellulaires du poisson conduit a la production de 

nombreuses substances qui peuvent servir d'mdicateur indirect d'une contamination 
bacterienne. Une alternative aux methodes 6numerees ci-dessus a done consiste a suivre par des 
techniques chimiques, differents produits de degradation des chairs de poissons (14). La 
determination de 1'azote basique volatile total (ABVT), dont rammoniac (NH 3 ) et la 
15- trim6mylamine (TMA) forment la part essentielle, est une_technique largement repandue a 
Theure actueUe pour estimer le degre de decomposition des chairs de poissons. Le dosage de 
r ABVT a ravantage d'etre simple, rapide et d'un cout de revient tres faible. La d6termmation 
du taux de TMA dans 1'ABVT, permet d'apporter un element qualitatif supplementaire au 
critere ABVT. Ce critere semble en effet moins dependant de variations qui affectent 
20 generalement le taux de TMA ou d'ABVT O'espece du poisson, sa teneur en graisses etc. . .). La 
meme methodologie que pour 1'ABVT pent etre utilisee pour doser la TMA. D'autres 
techniques colorimetrique, enzymatique ou chromatographiques ont 6galement 6te decntes pour 
quantifier la TMA (15, 16). Lors de la reaction de reduction du TMAO en TMA par les 
bacteries, les chairs de poissons en decomposition subissent differents changements : baisse du 
25 potentiel redox, une augmentation du pH, de la conductivite electrique. Plusieurs etudes ont 
done egalement utiUse ces differents indicateurs pour tenter de suivre indirectement le 
ddgagement de TMA. Cependant 1'ensemble de ces etudes n'a jamais permis d'etabhr une 
correlation definitive entre le niveau de TMA degage et la qualit6 fraicheur des echantillons de 
poissons. De nombreux autres produits de degradation ont egalement ete testes afin de pouvon 
30 determiner par des dosages chimiques le niveau d'alteration du poisson: le sulfure 
d'hydrogene, 1'hypoxanthine, l'indol, rhistamine et les acides amines. Cependant, ces 
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differents dosages ne sont significatifs que dans certaines especes de poissons, ou a un niveau 
d'alt6ration tres avance. 

La reaction de polymerisation en chaine (PCR) est une technique moleculaire qui 
perrnet d'amplifier de grandes quantites d'une sequence d'ADN cible dans le but de la 
visualiser. Depuis quelques annees, la technique de la PCR est de plus en plus utilisee pour la 
d6tection et ^identification de micro-organisines notamment dans le domaine de la 
bacteriologie clinique ou celui de la securite des aliments (17, 18). Actuellement, les tests PCR 
appliques aux produits alimentaires permettent principalement la detection de bacteries 
pathogenes bien determinees {Shigella, Salmonella, Listeria ...). 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les inventeurs du fait que les 
sequences d'ADN codant pour une proteine du systeme TMAO reductase, ont une homologie 
suffisante au sein des diverges bacteries, notamment au sein des bacteries responsables de 
l'alteration des tissus d'organismes aquatiques, et plus particulierement au sein des bacteries 
marines, pour permettre la rmsc cn ceuvre de procedes de d6tection de toutes bacteries 
responsables de l'alteration des tissus par leur activite TMAO reductase, lesdits procedes etant 
applicables sur tout animal aquatique, et notamment sur tout animal marin. 

L'un des buts de la pr6sente invention est de fournir un test de qualite fraicheur des 
produits aquatiques, et plus particuherement des produits de la mer, a la fois rapide, peu 
couteux, et offiant une fiabifite elevee en terme de specific^ et de sensibilite. 

L'un des autres buts de la presente invention est de fournir un test de detection non pas 
d'un type bacterien, mais de l'ensemble des bacteries responsables de l'alteration des tissus 
d'organismes aquatiques, et notamment de la putrefaction des chairs de poissons, a savoir aussi 
bien les bacteries marines, que les enterobacteries ou les bacteries isol6es au niveau des eaux 
saumatres. 

25 Un autre but de la presente invention est de fournir un test de d6tection de bacteries 

responsables de l'alteration des tissus d'organismes marins, applicable a differentes especes de 
poissons provenant de regions geographiques differentes. 

Un autre but de la presente invention est de fournir un test de detection de bacteries 
responsables de l'alteration des tissus d'organismes marins, suffisamment sensible pour 
30 detecter des etapes precoces de l'alteration. 

La presente invention a pour objet l'utihsation de sequences nucleotidiques choisies parmi 
celles comprenant une sequence codant pour une proteine du systeme trimemylamine N-oxyde 



20 



10 



reductase (TMAO rMnctase) *- W « » * ^ * f" 

sonde ou une anroroe d'environ 15 k environ 25 nucUofides, on une sequence denvee par 

— — * - — - - - rr^Tzzzz 

ponr une proline du systeme TMAO reduome ou «- frfpnen 
Uen, e. ladite stance deHve. ~ canab.es de stride, avec ^ 
poTune nroteine du svs.eme TMAO rfduCase, nous ,a nfise en oeuvre d'une nre,bode d 
lofion L »a preset de «es baches unpU,uees dans ,e processus de degradabon des 
o^d-^ux^uabqn^chezunhatesuaeepttbled-e^p.^de.eUesb^. 

A***—* lea ae,nenoes nucUobdiques eodan. pour . protenre du systenre 
TMAO rfduettse susmenbonnfcs, son, eboisies pamn eeUes correspond** » l'operon torCAD 
ou roperon dorCDA menbonnes ei-desaus, du sys*nre TMAO reductase ones les bactenes 

D e preferenc. .a sequence .dan, pour une proline du sys to e TMAO reduo^ae 
snsn—, ea, eboiaie p*nn ,es sequences oodan, pour ,a TMAO reduo.se ebe. es 
^es, enenre designee p«»,eine TorA ou DorA, ou eodan, pour . cyocbronre de rype 
IS c bezlesbae,eries,encoredfcignepro,eineTorCouDorC. 

1 5 Ln un .node parfi— , avanugeu* de — .ea sequences «— uea 

oodan, pour une proline du aya«en.e TMAO rfduCase so,, eboisies parnn ee..es dea bac.er.es 

" baeteriea nsarines, .efies que cel.es ou genre , ou Vibrio, 

20 leabtes sequence etantnotannnen, eboisies panni lea auivantes: 

. la sequence eodan, pour la proline TorA de tari. — 

25 r ^ OT ^ fi Cenoeeodan,pourUpro t6i ne T orAde — erepr^aurU 

fi8 ^ 2 ' . ,a sconce parbelle eodan, pour la P ro,eine TorA de More*— 

vhosphoreum represents sur la figure 3, ., . 

• la sequence eodan, pour la proteine TorC de SHe»aneI,a mas*!* 

30 reprisentfe sur la figure 14, ja^aar, ou 

- lea bacleries piovenan, des eaux saumatres, telles que cellea eu g 
Roseau, leadi,es sequences ton, nobunmen, eboisies pamfi les suivan.es : 



* la sequence codant pour la prot6ine DorA de Rhodobacter sphaeroides 
represent6e sur la figure 4, 

* la sequence codant pour la proteine DorA de Rhodobacter capsulatus 
representee sur la figure 4, 

5 * la sequence codant pour la proteine DorC de Rhodobacter sphaeroides 

representee sur la figure 14, 

- les enterobacteries, telles que celles du genre Escherichia, ou Salmonella, lesdites 
sequences etant notamment choisies parmi les suivantes : 

* la sequence codant pour la proteine TorA de Escherichia coli representee 

10 sur la figure 4, 

* la sequence partielle codant pour la proteine TorA de Salmonella 
typhimurium representee sur la figure 5, 

* la sequence codant pour la proteine TorC de Escherichia coli representee 

sur la figure 14, 

15 L'invention a plus particukerement pour objet Utilisation susmentionnee de sequences 

nucleotidiques choisies panni les fragments des sequences definies ci-dessus, ou parmi les 
sequences derivees de ces fragments, lesdits fragments ou sequences derivees comprenant 
envn-on 15 a 25 nucleotides, et sont utibses par paires pour former des couples d'amorces 
permettant 1'amplification de fragments de genes codant pour une proteine du systeme TMAO 
20 reductase de bacteries impliquees dans la d6gradation des chairs d'animaux aquatiques, selon la 
technique PCR. 

Avantageusement, les sequences nucleotidiques susmentionnees sont utilisees sous forme 
de couples d'amorces choisis parmi 1'un quelconque des trois groupes d'amorces suivants : 

(1) le groupe d'amorces « DDN » amplifiant des fragments d'ADN du gene tor A, ce 
25 groupe comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes : 

- DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC3' : melange de 54 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN5+ : y ATy GAT GCG ATy CTC GAA CCi' : m « lange de 4 s& , UHKra 
3 V nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes : 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3' : melange de 32 sequences 
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nucleotidiques, 

- DDN3- : 5' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3' : melange de 16 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN4- : 5' TGr CCd CGr kCG TTA AAG ACS' : melange de 24 sequences 
5 nucleotidiques, 

- DDN5-: 5' CCv GGT TCG AGr ATC GC A TC 3 : melange de 6 sequences 
nucleotidiques, 

(2) le groupe d'amorces «BN» » amplifiant des fragments d'ADN du gene torA, ce 

groupe comprenant : 
10 ♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

BN1+ • 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 ' : melange de 16 sequences nucleotidiques, 
. BN3+: 5' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

- BN6+: 5' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3' : melange de 64 sequences 

15 nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 

- BN2-: 5' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sequences 

nucleotidiques, , , 

. BN4- : 5' ATC Air CCn swv GGC GTG CC 3' : melange de 192 sequences 

20 nucleotidiques, 

. BN5- • 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 ' : melange de 72 sequences nucleotidiques, 
(3) le groupe d'amorces « BC » » amplifiant des fragments d'ADN du gene torC, ce 

groupe comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

25 - BC1 + : 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : m61an g e de 256 sequences 

nucleotidiques, 

. BC2 + : 5- TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 

30 - BC2- • 5 ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 ' : melange de 96 sequences nucleotidiques, 

BC3 • j ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 ' : melange de 128 s6quences nucleotidiques, 



dansles.ue^ 
w = (AT), b = (G.T.C), s = (G,C), v = (G,A,C), et k = (G, T), 

les couples d Wees etant choisis de telles de telle sorte que 1'une des amorces d'un 
couple correspond a 1'une des compositions de sequences nucleotidiques DDN+ BN+ ou BO 
5 susmentionnees, tandis que 1'autre amorce correspond respectivement a 1'une des compositions 
de sequences nucleotidiques DDN-, BN- ou BC- susmentionnees, lesdits couples d'amorces 
etant notamment choisis parmi 1'un quelconque des quatre couples suivants ■ 

(a) le couple DDN1+ / DDN5, conduisant a ramplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 820 paires de bases (bp) et 
10 notamment a ramplification d*n fragment de 821 bp du gene codant pour la proteine TorA 
chez les bacteries du genre Shewanella, tel que le fragment de 821 bp delimit* par les 
nucleotides situes aux positions 620 a 1450 du gene tor A de S. massilia represente sur la figure 
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(b) le couple BN6+ / BN2-. ennduisar* a is^i^ r _^ v _ . - 

' - *a^pJ"Cauon de iragments du gene codant 

pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 7!0 bp, e, notammen, 4 
.'amplification dW fragment dc 727 bp du gene codan, pour la proteine TorA chez lea bacteries 
du genre She»anella, tel que 1. fragment de 727 bp delimit par les nucleotides situes aux 
positions 1 657 a 2403 du gene lor A de S. massilia represent* sur la figure 4, 

(c) 1. couple BN6+ /BN4, eonduisan, a .'amplification de fragments du gene codan, pour 
la proteine TorA chez les bacteries, d'une .ai.le d'environ 360 bp, e. notamment a 
l'amphfication d>un fragment de 355 bp du gene codan. pour la proteine TorA chez lea bacteries 
du genre Shevanella, ,el que le fragment de 355 bp delimit* par les nuc.eoudes situes aux 
positions 1657 4 2023 dugeneto/AdeS. massilia represent* sur la figure 4, 

(d) 1. couple BC! + /BC2-, eonduisan, 4 .'amplification de fragments du gene codant pour 
la protfine TorC chez les bactfries, d'une taille d'environ 170 bp, e, notamment 4 
l'ampbficanon d'un fragment de !97 bp du gene codan. pour la proteine TorC chez les bacteries 
du genre Sh^anella, tel que le fragment de 197 bp codan, pour le fragment polypepridiqu. 
dehmtte par !«s aeides aminfe situes aux positions , ,4 4 179 de laproteine TorC de S. massilia 
representee sur la figure 14. 

Les h6tes susceptibles d'etre porteurs de bacteries impliquees dans le processus de 
degradation des chairs d'animaux aquatiques, telles que decrites ci-dessus, sont des organismes 
aquatrques, notamment des organismes marins tels que les poissons et les crustac6s et plus 
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paruculierement les poissons d'Atlantique tels que la sole, le cabillaud, ou les poissons de la 
mer Mediterranee tels que le rouget de roche, la dorade, ainsi que certains animaux des eaux 
douces ou saumatres. 

^invention a plus particulierement pour objet rutUisation susmentionnee de sequences 
5 nucleotidiques decrites ci-dessus, pour la mise en oeuvre d'une methode de detection de la 
presence de toutes bacteries impliquees dans la degradation des chairs d'animaux aquauques, 
dans le cadre d»un precede devaluation de l'etat de fraicheur des animaux aquatiques sur 
lesquels est preleve Techantillon teste, lorsque ces demiers sont extraits de leur environnement 
naturel. 

10 Invention conceme egalement toute sequence nucl6otidique correspondant a lune des 

sequences suivantes : 

- DDN1+ : 5 ' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3 ', 

- DDN5+ : 5 ' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC 3 ', 

- DDN2- : J 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C3', 
1 5 - DDN3- : 5 ' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3 *, 

- DDN4- : 5'TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3 

- DDN5- : 5 ' CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC 3 ', 

- BN1+ : 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 \ 

- BN3+ : 5 ' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC 3 ', 
20 - BN6+ : 5 ' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3 ', 

- BN2- : 5 ' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3 \ 

- BN4- : 5 ' ATC Air CCn swv GGC GTG CC 3 ', 

- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 ', 
-BC1+: 5 ' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3 ', 

25 - BC2+ : 5 ' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3 \ 

- BC2- : 5'CCy TTrTGr CAr TCd ATr C A 3 ', 

- BC3- ■ 5 ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 ', 

dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r = (A,G), h = (ACT), d = (G,A,T), m = (AQ, 
w = (AT), b = (G.T.C), s = (G,C), v = (G,A,C), et k = (G,T). 
. 30 Uinvention a egalement pour objet toute composition de sequences nucleotides en 

melange, correspondant a Tune des compositions suivantes : 
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♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes • 

- DDN1+ 5' CGG VGA yTA CTC bAC hGG TGC3' : melange de 54 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN5+ : y ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC 3 ' : melange de 4 s6qumces 
5 nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes ■ 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3' : melange de 32 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN3- : y GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG r : m61ange de w 
10 nucleotidiques, 

- DDN4-: TGt CCd CGr kCG TTA AAG ACS' : melange de 24 
nucleotidiques, 

- DDN5-: 5- CCv GOT TCG AGr ATC GCA TC5' : melange „e 6 
nucleotidiques, 

15 ♦les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

- BN1+ : 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 > : mdlange de 16 sequences nucleotidiques 

- BN3 + : J< GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

BN6+ : 5 ' Twy GAr CGy AAC GAy m TC GA 3' : melange de 64 ^uenees 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 

- BN2-: 5' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 5' : melange de 216 sequences 
nucleotidiques, 

- BN4-: 5' ATC An- CCn swv GGC GTG CC3' : melange de 192 sequences 
25 nucleotidiques, 

- BN5- : 5'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 : melange de 72 sequences nucleotidiques, 
♦ les compositions de s6quences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

- BC1+: 5» ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : melange de 256 sequences 
nucleotidiques, 

30 - BC2 + : y TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 s6ouenees 

nucleotidiques, 
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♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 
. BC2- : 5 ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 ' : melange de 96 sequences nucleotides, 
BC3 • 5 ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 ' : melange de 128 sequences nucleotidiques, 
dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r - (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m ~ CA>C)> 
w = (A,T), b = (G,T,Q» s - (G,C), v = (G,A,C), et k = (G,T). 

Uinvention conceme egalement les couples d'amorces choisis au sein de 1'un des groupes 

d'amorces suivants : 

(!) i e groupe d'amorces « DDN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes : 

. DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC3' : melange de 54 sequences 

nucleotidiques, 

- DDN5+ : 5' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC3' : m61ange de 4 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes : 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3 ' : mdlange de 32 sequences 

nucleotidiques, , 

- DDN3- : 5' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3' : melange de 16 sequences 

nucleotidiques, 

. DDN4-: y TGr CCd CC3r kCG TTA AAG AC 3 ' : melange de 24 fences 

nucleotidiques, , 

- DDN5- : 5' CCv GGT TCG AGr ATC GCA 1C3' : melange de 6 sequences 

nucleotidiques, 

(2) le groupe d'amorces « BN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

BN1+ • 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 ' : m61ange de 16 sequences nucleotidiques, 
. BN3 + : 5' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC 3' : melange de 96 sequences 

nucleotidiques, 

- BN6+ : 5' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3' : melange de 64 sequences 
nucleotidiques, 

) ♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 

- BN2-: 5' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sdquences 

nucleotidiques, 
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- BN4-: ATC Arr CCn swv GGC GTG CC5' : melange de 192 sequences 
nucleotidiques, 

- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 : melange de 72 sequences nucleotidiques, 
(3) le groupe d'amorces « BC » comprenant : 

5 ♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

- BC1+ : 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : m61ange de 256 sequences 
nucleotidiques, 

- BC2+: 5' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

10 ♦les compositions de s6quences nucleotidiques « BC- » suivantes : 

- BC2- : 5 • CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 « : melange de 96 sequences nucleotidiques 

- BC3- : 5 TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 : melange de 128 sequences nucleotidiques 
dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r = (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m = (A C) 

w = (A, i), b = (G,T,C), s = (G,C), v = (G.A.C), et k = (G,T), 

les couples d'amorces etant choisis de telles de telle sorte que 1'une des amorces d«un 
couple correspond a l'une des compositions de sequences nucleotidiques DDN+, BN+ ou BC+ 
susmentionnees, tandis que 1'autre amorce correspond respectivement a l'une des compositions 
de sequences nucleotidiques DDN-, BN- ou BC- susmentionnees, lesdits couples d'amorces 
etant notamment choisis parmi l'un quelconque des quatre couples suivants : 

(a) le couple DDN1+ / DDN5-, conduisant a 1'amplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 820 paires de bases (bp), et 
notamment a ramplification d'un fragment de 821 bp du gene codant pour la proteine TorA 
chez les bacteries du genre Shewanella, tel que le fragment de 821 bp delimit* par les 
nucleotides situes aux positions 620 a 1450 du gene tor A de S. massilia represent* sur la figure 
25 4, 

(b) le couple BN6+ / BN2-, conduisant a 1'amplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 710 bp, et notamment a 
l'amplification d'un fragment de 727 bp du gene codant pour la proteine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 727 bp delimite par les nucleotides situes aux 

30 positions 1657 a 2403 du gene torh de S. massilia represent* sur la figure 4, 

(c) le couple BN6 + /BN4-, conduisant a I'amphfication de fragments du gene codant pour 
la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 360 bp, et notamment a 



20 



14 



.■amplification d'un ftagmen. de 355 bp du gine codan. pour la proteine TorA chez lo S bacteries 
du genre SH^netla, tel que 1c fragment de 355 bp deUmite par les nucleotides states aux 
positions 1 657 a 2023 du gene tor A de S. massilia represents sur la figure 4, 

(d) le couple BC1+ IBC1-, conduisant a .-amplification de fragments du gene codant pour 
5 ,a proteine TorC chez les bacteries, d'une teille d'environ 170 bp, et notammen. a 
Vamplificanon d'un fragment de 197 bp du gene codant pour la proteine TorC chez les bacteries 
du genre SAewW/a, tel que le fragment de 197 bp codant pour le ftagmen. pofypep,.d,,ue 
delimite par lea acides amine, states aux positions 1 14 a 179 de la proteine TorC de S. — 

representee sur la figure 14. 
10 Invention a egalemen, ponr obje. une methode de detection de .outes bactenes 

jmpliquees dans la degradation des chairs d'animaux aquariques chez un h6te suscepuble d'etre 
porteur de telles bacteries, ladite methode etant effectuee a partir d'un echantillon biologtque 
prtleve sur cet hate, cet echantillon biologique correspondant notamment 4 un ftagment sous- 
cutane de chair de 1'anhnal aquatique en question, .« etant caracrMsee en ce qu'eue comprend 
1 5 une etape d'hybridation d'au moina une sequence nucleotidique telle que defini. ci-dessus, avec 
des fragments de genes codan. pour une proteine du systeme TMAO-reductase de baches 
taphquees dans la degradation des chairs d'snimau* aquariques susceptible* d'tae presen.es 
dans 1'echanrillon biologique preteve sur ledi, hate, suivie d'une etape de relation, notamment 
par aecftophorese, de la prfaence eventaelle dans ledi. echantillon d. gfcres codan. pour une 
20 proteine du systeme TMAO-rtductase, ou de fragments de cea genes, don. le nombre de eop.es 
a ete le cas echeant amplifie. 

Invention a plus particulteremen, pour obje. une m«hode de detection telle que defime 
ei-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend lea etapes auivantes : 

. ,e ftaitemen. d'un eohanrillon biologique preleve aur ce. bote afin d'exriaire l'ADN total 
25 de ce, bote « de rendre le ginome de oes bacteries accessible aux sequences nucleoudiques ou 
amorces definies ei-dessus, ce ftaitemen, tat no—, effecrite i 1'alde d'une techmque 
d'exftaction rapide de l'ADN basee sur la fixation des acides nucletques a des biUes de sthce, 

. ,'amplificarion du nombre de copies de genes codan. pour les proteines du systeme 
TMAO-reductase de bacteries impliquto dans la d6gradadon des chairs d'anftnaux aquariques, 
30 ou de fragment de oes gtaes, snseepribles d'tee present dans ce, echantillon, a 1'aide des 
siquences nucteoridiques ou amorces suamentionnees, 

- la detection de la presence «ventuelle d'un nombre amplifie de copies de gines codant 
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pour une proline du systeme TMAO-reductase des bacteries susmentionn6es, ou de fragments 
de ces genes, et done de la presence de telles bacteries dans l'echantillon biologique etudie. 

Avantageusement, les methodes de detection selon Invention, sont caracterisees en ce 
que ^amplification du nombre de genes codant pour les proteines du systeme TMAO-reductase 
comprend les etapes suivantes : 

- la predenaturation de l'ADN double brin total de I'hSte en ADN mono-brin, de 
preference dans un tampon constitue de lOmM Tris-HCl P H 8,3, SOmM KCl, l,5mM MgCl 2 , 
0,01 % de gelatine, des 4 desoxynucleotides constitutifs des ADN (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) 
a une concentration de 100 uM chacun, et des couples d'amorces, tels que d6finis ci-dessus par 
chaufTage entre environ 90 °C et environ 100 *C, avantageusement a 94 °C, pendant environ 
1,5 minute, 

- ramplification proprement dite par addition au milieu obtenu a l'etape precedente 
d'ADN polymerase, par exemple la Taq polymerase, 

♦ chaufiage a environ 94*C pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a 
1 5 l'etape de denaturation proprement dite, 

♦ puis chaufTage entre environ 35°C a environ 60 °C, et notamment a environ 45°C 
ou 55°C, pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a l'etape d'hybridation des amorces 
avec les genes codant pour les proteines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ou des 
fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans l'echantillon biologique etudie, 

♦ et enfin, chauffage a 72 °C, pendant environ 45 secondes, ce qui correspond a 
l'etape Elongation des amorces, hybridees a l'etape precedente, l'une vers 1'autre, produisant 
ainsi des sequences nucleotidiques complementaires de fragments des genes codant pour les 
proteines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ces demieres sequences etant delimitees 
par les nucleotides s'hybridant avec les amorces susmentionnees, 

- la repetition de l'etape d'amplification precedente entre environ 15 et environ 35 fois, 
avantageusement environ 30 fois. 

L'invention concerne egalement les trousses ou kits pour la mise en oeuvre d'une 
methode de detection susmentionnee, caracterises en ce qu'ils comprennent : 

- une ou plusieurs sequences nucleotidiques ou amorces telles que definies ci-dessus, 
30 - une ADN polymerase, 

- un milieu reactionnel avantageusement constitue de lOmM Tris-HCl pH 8,3, 50mM 
KCl, l,5mM MgCl 2 , 0,01 % de gelatine, des 4 d6soxynucIeotides constitutifs des ADN (dCTP, 
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dATP dGTP, dTTP) a une concentration de 100 uM chacun. 

Uinvention conceme egalement toute sequence nucleotide comprenant: 

- la sequence representee sur la figure 2 du gene torA codant pour la proteine Tor A de la 

bacterie marine ShewanellaC, 

ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
g ta6 ti,ue, e, codan. pour 1, proteine TorA de SH^aneUa C. don, !a sequence peptidique eat 

representee sur la figure 6, 

„u toute sequence derivee de la sequence nueleotidique susmenUonnee, notanunent par 
substitution, suppression ou addition d'un ou ptasieura nueleofides, ladite sequence «v*. 
ay** de preference un. homologie d-environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleoUorque 

susmentionnee representee sur la figure 2, 

ou tout fragment de 1. sequence nueleotidique susmentionnee, ou d une sequence 
dto ee de cette demiere telle que definie ei-dessus, Udi. fragmen, etan, de preference crmsUtue 

d'au moins environ 15 nucleotides. 

Invention a egatamen, pour obje, toute sequence peptidique end* par la sequence 
nueleotidique susmentionneerepr6sen.ee sur la figure 2, et comprenant: 

. la sequence en acides amines representee sur .a figure 6 de la proteme TorA de 

. „„ une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionn*. notiumnen. par 
20 substitution, suppression ou addition d'un ou ptasieurs acides amines, ladite senuence d*,vee 
avau, de preference une homologie dWoo 35 % 4 100 % avec la sequence peptidrque 
susmentionnee repr4sen.ee sur la figure 6, 

. ou un fragmen. de la sconce peptidique susmentionnee, ou d'une sequence denvee de 
cette demiere telle que definie ci-dessus, .edit fiagmen, eten, de preference constitue d au 

25 moins environ 5 acides amines. 

..'invention conceme egalement toute sequence nueleotidique comprenant : 
.U^eeparii^er^ento^UfigureSdugh.eeodantpourUprortineTorAde 

labacterie marine Photobacterhm phosphoreum, 

. „u teute sequence denvee de !» sequence susmentionnee par degtoerescance du code 
30 genitique, e. endan, pour le fragment de la proteine TorA de P*<*PHore»n 
dont la sequence peptidique est representee sur la figure 7, 

. ou toute sequence derivee de la sequence nueleotidique susmentionnee, nouunmen, par 
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substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite s6quence d4rivfc 
ayan, do preference une homologie d'environ 35 % a loo % avee la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 3, 

- on ton, fragmen, de la sequence nucl6otidi,ue susmennonn*. ou d'nne sequence 
5 denveo de eette derniere telle que deflnie ci-dessus, ledi, fragment aan, de preference consume 

d'au moins environ 15 nucleotides. 

^invention concerne egalemen, teute s«quence peptidique codee par la sequence 
nucleotidique snsmendonnee representee sur le figure 3, el comprenant : 

- la sequence partielle en acrdes amines represent*, sur la figure 7 de la proteine TorA de 
1 0 Photobacterium phosphoreum, 

- ou une sequence denvee de la sequence peptidique susnrentionneo, notammen, par 
substitution, suppression ou addition d'un on plusiem* acides ^ ^ ftqm ^ 
ayan, de preference une homologie d-environ 35 % a ,00 % avec la sequence pepfidique 

— —whww ouj. ia juguxe JOIS, 

15 - on nn fragment de la sequence pepfidique susmentionnee, ou d'nne sequence dMvie de 

eette derniere ,elle que definie ci-dessus, ledi, frogmen, ton, de preference consume d'au 
moins environ 5 acides amines. 

^invention a egalemen, pour obje, toute siquence nncleotidique oomprenan, • 

• la ^ UmCeP ^ ,ter ^' te -^^5dugenecodan,p„ m ,apro,eineTorAde 
M la bactene marine Salmonella typhimurium, 

- on teute sequence denvee de la sequence snsmendonnee par degenerescence dn code 
genenque, e« codan, pour la proline TorA de ^HimurUun don, la sequence 
peptidique est representee sur la figure 8, 

- on «ou,e sequence denvee de la sequence nucloofidique susmentionnee, notammen, par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusienrs nucleotides, ladite sequent* derivee 
ayan, de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec ,a sequence nucloofidique 
susmentionnee representee sur la figure 5, 

- on ten, flagmen, de la sequence nuclfetidique susmentionnee, ou d'une sequence 
dfcrvee de eette derniere telle que definie oi-dessus, ledi, fiagmen, eten, do preference consume 
d au moms environ 15 nucleotides. 

L'mvention concerne egalemen, teute sequence peptidique codee par la sequence 
nucKondrque susmentionnfc representee snr la figure 5, et comprenant : 
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- la sequence en acides amines representee sur la figure 8 de la proteine TorA de 

Salmonella typhimurium, 

ou one sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou piusieurs acides amines, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 
susmentionnee representde sur la figure 5bis, 

. ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence denvee de 
cette demiere telle que d6finie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitu* d'au 

moins environ 5 acides amines. 

Invention sera davanlage fflustree a 1'aide de la description delaine* «ri sun de 
robtenrion d'amorces de Invention, et de leur uulisauon pour la mise en oeivre d"un prooede de 
d6tection selon Tinvention. 
Description des figures 
1, figure 1 represente 1'alignement des sequences nucleotidiques des genes ,crA de 
15 S^aneUa <lorA/S.n,), de SH^netla C («orA/S.c), e. de SkewaneUa p^aciens 

(torA/S.p.)- . . 

- la figure 2 repr6sente la sequence nucleotidique complete du gene torA codant pour la 

TMAO reductase de Shewanella C. 

- la figure 3 represente la sequence nucleotidique partielle du gene torA codant pour la 

20 TMAO reductase de Photobacterium phosphoreum. 

la figure 4 represente 1'alignement des s6quences nucleotides des genes torA de 
SHevanella massilia (torA/S.m.), de E. coli (torA/E. c), de Rhodobacter spHaeroides 
(TorA/R.,), et Rhodobacter capsular (TorA/R.c). Les fleches indiquent la port* oes 
differentes amorces sur le gene torA de la bacterie Shevanella massilia, 61aborees a parUr des 
25 regions conserves Plus paruculierement, les positions des differentes amorces «DDN» et 
« BN » sur le gene torA de S. massilia sont les suivantes : 

DDNl + :620 BN1+ : 1628 

DDN5 + :1428 BN3+:621 
DDN2-:1684 BN6+ : 1657 

30 DDN3-.2201 BN2-:2403 

DDN4-:2325 BN4- : 2023 

DDN5-:1450 BN5- : 946 
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-I. figure 5 repute la stance nucleotide partieUe du gene torA codant pour la 
TMAO reductase de Salmonella typhimurium. 

—IT" 6 reprfsente ,a ■ pep,idique * * ™- — - 

TorA dc*,„ tert »^ ^ ^ P 

phosphoreum k I'aide des amorces molecolaires DDNI+7DDN5-, avec les rigions proteiques 
conges des proves TorA de S hewmella ^ ^ ^ J ^ 
(TorA^.oO,«defiWo& K ^^ teroife , (DoryWU) * 

1 0 TorA de 2" ' 7T M8nema " ^ * * ~ 

TorA de *- (TorA/S,.), dedui, do frogmen, dVkDN ^ 

«M. 4 ,'aide des forces mo.ecola.es DDN1+/DDN5-, avee ,es regie! p rot ^ 

do oen 18 fi8m !, 9 raK8nement * **— "*» «* oonaervee 

do gene oo. code poor U TMAO reduce des b ac«es do gome SU^ e, de E mli 

a) Posmon approximate e, or.eou.ioo des different moKes DDN „ 
-0 ^'P-'^O^dedi^^^^^^^^ ^ «•* 

W Exemple de sOttegie d'eiabomdcn d'une des amorces DDN <DDN1 + ). u'zoo. 
eooad^e correspond a mre region nudeique ^ „ ^ ^ * ^ 
des ^es do genre — ^ J£ 

-Ufigure >0^ ttI .e I ee n -0 P ho^esmgeld.agaroaedesp ro doi«sde I aPCR 1 ors,oe 

3 e 4X * «— «. c (Pis.es 5, 6, 7 e. 8) e. de fc-*^ MR-1 <pis.es 
10, 11 e. 2) en onUsan. les amomes molecoiaires DDN1+/DDN5- (pis.es ,. 5 e« 9 • mffle' 

si, r m r~ :74opb) - DDN5+/DDN4 -^ 4 - 8 -^^^- 

866 pb). Pistes M : Marqueurs de taille. 

-lafigore 1, ^n.ere.eenophoresesorgeld.aga.osedesprodui.sde.aPCR.orsqoe 
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tafHtate^HdW apartir de l'ADN chromosomique 

e„ mifisan, les couple d'amorces DDN1+/DDN5- (piste 1; tdll. atiendue: 820 pb), 
DDN5 + /DDN2- (piste 2 ; tai„e attendue : 234 pb), DDN5+/DDN3- (piste 3 ; taille attendue : 

740 pb) et DDN5+/DDN4- (piste 4 : taffle attendue : 866 W M . marqueurs 

ta figure 12 qM. ,'etec.ropnorcse sur gel d'agarose des produits de U PCR ,ors,ue 
rotation est reafisee a par* de l'ADN cnromosomique de £ massiUa (pistes 1, 4, 7 et 
10 ) de K coH (pistes 2, 5, 8 et 1.) e, de S. typhimurium (pistes 3, 6 et 9), en utiUsaa. les 
coupies decrees mo,6cu,aires DDN1+/DDN5- (pistes 1 a 3 ; taiHe attendue : 820 pb , 
DDN5+/DDN2- (pis.es 4 a 6 ; taUle a«endue : 234 pb), DDN5+/DDN3- (pistes 7 . , tatHe 
a«endue : 740 pb), DDN5+/DDN4- (pistes ,0 « .1 ; laille attendue : 866 pb). Pistes M : 

Marqueurs de taille. . 

„ figare 13 repute 1'aUgnemen, de sequences nucleiques d'une region ties 

eonservee da gene qui code pour .a TMAO reductase des bacteries du genre S»— , 
Jfe*ta»r et de E. coli, utilisee pour Pelaboratio. d'une des amorces modulates « BN » 

15 selon T invention. A 
(a) Posidon approximative et orientation des differentes amorces BN sur le gen. 
pour la TMAO reductase de differentes baches du genre SHwneUa, RHOoiaCer et 

1 "* W Exempte de strategic deration d'une des amorces BN (BN3 + ); la zone encadree 
correZd » une region nucUique ties conservee du gene qui code pour .a TMAO reduce 
d es tileries o»— — <M* — «* * * «* * 

la figure 14 represente PaUgnemen, d. sequences proteiques du cytochrome TorC de 
CToraS-nr.). de * coU CTorOE-C, e, du cytochrome DorC de A 
)5 (DorC/R-S.). Les fleches indiquem 1. position des differentes amorces sur le gene torC de la 

couple BC1./BC2- conduit a 1'ampfification du gagmen, d'une teiUe de .97 
p J „ proline TorC chea S. — ce fragment endao, pour ,e po,ypeptide de 66 ..des 
Lues dehmite par les acides amines situes appositions ,14 e.179 de ,a stance peptide 
30 de TorC de S. — . Le coup.e BC1+/BC3- conduit a 1'ampfification du fragment d une 
taifie de 719bp dugene codantpour .aproteme TorC cbez S. — ce fragment ccdan pour 
„ polypeptide de 240 acides amines defimite par les acides amines simes aux positions ,14 
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353 de la sequence peptidique de TorC de S. massilia. Le couple BC2+/BC3- conduit a 
1' amplication du fragment d'une taille de 542 bp du gene codant pour la proline TorC chez S. 
massilia, ce fragment codant pour le polypeptide de 181 acides amines d6Kmite par les acides 
anunes situes aux positions 173 et 353 de la sequence peptidique de TorC de S. massilia 
5 - la figure 15 represente 1'electrophorese sur gel d'agarose (2%) des produits de la PGR 

lorsque 1'amplification est realisee a partir de l'ADN chromosomique de E. coli (piste 1) de S. 
typhunurium (piste 2), de P. phosphoreum (piste 3), de S. massilia (piste 4), de R. sphaeroides 
(Piste 5), ou d'Erwinia chrysanthemi (piste 6) en utilisant les amorces moleculaires BC1+ et 
BC2-. La taille du fragment d'ADN attendue (1 77 paires de bases) est indiquee par une fleche. 
1 0 Pistes M : Marqueurs de taille. 

- la figure 16 represente 1'influence de l'ADN chromosomique de poisson sur la 
speculate des amorces moleculaires selon 1 Wntion. L'amplification PGR est realisee a 1'aide 
des amorces moleculaires DDN1+ et DDN5- en presence de 2,5 ug (Pistes 1 et 4), 5 ug (Pistes 
2 et 5), ou 10 ug (Pistes 3 et 6) d'ADN chromosomique purine de Hareng Les pistes 4 5 et 6 
correspondent aux essais realises en ajoutant 2,5 ul de suspension cellulaire de Skelanella 
massilia au melange reactionnel. Pistes M : marqueurs de taille. 

- la figure 17 represente 1'electrophorese en gel d'agarose (2%) des produits de la PGR 
lorsque 1'amplification est realisee a partir d'ADN total extra* a partir de chairs de poissons en 
d6composition (cabillaud : piste 1 a 3 ; sole : piste 4 a 6 ; dorade : piste 7 a 9 et rouget de 
roche : piste 10 a 12) a 1'aide des amorces BN6+/BN4- (pistes 1, 4, 7 et 1 0, taille attendue • 364 
pb), amorces BN6+/BN2- (pistes 2, 5, 8 et 11, taille attendue: 711 pb), amorces 
DDN1+/DDN5- (pistes 3, 6, 9 et 12, taille attendue : 820 pb). Pistes M : standard de taille 
(echelle 1 Kb de BRL). 

- la figure 18 represente 1'electrophorese sur gel d'agarose (2%) des produits de la PCR 
lorsque 1'amphfication est realisee a 1'aide des amorces moleculaires BC1+/BC2- sur deux 
preparations differentes d'ADN total d'un rouget de roche en voie de putrefaction (piste 1 et 2) 
La fleche indique le fragment d'ADN amplifie de 177 paires de bases. 

- la figure 19 represente 1'alignement des sequences nucleotidiques des genes torA de 
Photobacterium phosphoreum (torA/P.p.), de Shwanella putrefaciens (torA/Sp) de 
Shewanella massilia (torA/S.m.), de SHevanella c (torA/S.c), et de Salmonella typhimurium 
(torA/S.t). 
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A) METHODES D'ETXJDES 

E Lr,«.» -forces sprues a pa* du g*n« codan, ponr .'en*,™. TMAO 
rM uc«a S e = S »nde Sm ..4cu., i res«DDN»,«BN,>e,«BC>> 

U premiere «ape de Petude «M— P°* - re~n d . - ) 

^J. utiUaab.es pour uue reaction PCR, e. sur r«ude de .eur speclficite pour 
m0 16culanes F raWrat jon dea chairs de poiason. la deuxieme etape 

differentes bacterics hnphquees dam 1 alteration oes 
porte sur Papplication de la technique PCR aur dea chairs de potsson. 

I) E.aboration vacation d'amorces motecutaires servant . .a reaction PCR 

U choix des amo.es nucieotidiq.es est une etape critique pour .a reusstte d un test PCR. 
Ces amorces doivent Stre 61aborfes a partir de regions hautement conservies du gtae qui code 
Z u «AO reductase chea P— * - * " * 

Lira de poissons. Plusieurs strafes on. « utitisees pour 4,ahorer ces amorces. 

(1) Amorces mo^aire* «abore« a partir de regions du gen, ,orA conserve cber 
les bactSries du genre ShewaneUa et chez E. eoli : amorces « DDN ». 

^ ^ffiriieenraisondeladeg^rescenceducodegendtique. 

,.■ „ , * »i des difBrentes bacteries du genre Shewcmella et d £ coi. 
0 peaces nueleiques du gene ,o A des mff ( _ 

(Figure 9). En effet, plusieurs rfgions d ADN du gene lorA 
degrtdidentitedes^enceeleveavecn^peudeme^pparienients. 

Les amorces moWculaires DDN sont les amorces molficulanes DDN1+, DDN2-, DDN3 
DDN^DDNS-etDDNS+tellesquedifiniesci-dessua. 
)5 plur renaembie des reactions PCR, .a temperamre daemon, - portee * C* 

de J! function pins sp^que e, done de bmiter .'apparition de bandes ADN 

Tmprend une etape de destination a 9*C pedant 30 s, une «ape d hvhndabon 
30 pendant 30 s et une tope d'elongation k TVC pendant 45 s. 
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a) Utilisation des amorces moleculaires DDN pour la detection du systeme TMAO 
reductase des bacteries du genre Shewanella. 

La premiere serie d 'experiences, utilisant les couples d'amorces DDN1+/DDN5 
DDN5+/DDN2-, DDN5+/DDN3-, DDN5+/DDN4-, a ete realist sur 1'ADN chromoson,^ 
de la souche She.anella massilia (S. massilia). Les couples d'amorces DDN1+/DDN2 
DDN1+/DDN3- et DDN1+/DDN4- ont volontairement etc ecarte, du fait de reloignement de' 
leurs positions sur le gene torA, 

Les regroupis dans la figure ,0 <p istes , » 4 ), rive.™, pour ta majorite des 

couples d'amorces uffisfe, rampHflcation d'un fmgma, ^ d'ADN 

sptanque a !a taille attendee. Bien que pour le couple d'amorces DDN5+/DDN2- (pis* 2) un 
fragment d'ADN no„ sp6cifiq„e, supplemental* d'envi™ 300 paires de base, soil ampnfie 
lea amorces moKculanes DDN se revclen, tee specifiques du systeme TMAO rfductase de S. 
massilia. 

Lea couples d'amomes DDN out ensuite e,e testes sur d'autres bacteries appartenan, au 
^SHe^neUa. La mtae serie d'experiences a e,e reabsee en udHsau, ccuune matrice 
. ADN chromosonrique de to soucbe Ske.aneHa c et S. put-efacien MR-,. Vcns^l, des 
couples d'amorces penne, d'amplifier un fragment d'ADN speeifique a la taiUe a«endue pour 
ces deux bacteries (figure 10). 

Lea differenta couples d'amorces DDN pennetten. done de detecter 1'enaemble des 
bacteries Shewanella testees. 

b) Utilisation des amorces malSculaires DDN pour la diction du gene codan, pour 

TMA ° rt< " ,C "' Se CbM " »<"«™ ™™no l o b . aml u mp Hos f Hor a . a , pour la ^ 
en oeuvre du s6quen$age dudit gbne. 

Photobacterium phosphoreum (P. phosphoreum) est une bacterie qui comme S. 
putrefaciens est dans un certain nombre de cas rendue responsable de 1'alteration des chairs de 
poissons marins (12, 21). Elle appartient a la famille des Vitrionaceae, et possede une 
temperature optimale de croissance de 15°C. C'est une bacterie tres pen 6tudi6e, dont le 
systeme TMAO reductase putatif est absolument inconnu a ce jour. 

Afin de verifier la spfcincite des amorces moleculaires selon 1'invention sur des bacteries 
cbstmctes du groupe des Shwanella, et susceptibles de contaminer les chairs de poissons une 
souche P. phosphoreum de collection a ete obtenue par 1'ATCC (American Type Culture 
Collection n° 11040) . Les premiers essais de croissance re«lis6s sur cette bacterie sur milieu 
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v a* TMAO au nrilieu de culture ametiore de facon 
ma rin (T>ifco> a 15°C ont montre que 1* ajout de TMAU au miucu 

ZtTL Vitesse de — U densite opfique OXW — •* » ^ * 
sigmncauv^ o tivaao pt de 0 47 uour la souche 

usance est de 0*8 pour la souche cuMv* en absence de TMAO * 

j ttv/tah Pp resultat est en accora avcu ia present 

^edecenenac.ene^apa^de.On.Uecn.nneennnUenn.ann, 
en utilisant 1' ensemble des couples d' amorces moleculaires DDN. 

a « Tes eas 'Location d'un fragment d'ADN specifiqne. Lea different tadles de 
10 ZZ *£ - en accord avec ceUes obtenues pom .^fificauon reaKsee sur ,e 
rhromosome des bacteries du genre Shewanella. 

2 de confirm* que ,e fragment d'ADN ampfifie che, P. ++-m correspond 
K a une oartie du gene codan, pom la TMAO reduce de P. pHosp^eun, le sequence 

, , Ufitnl du couple d'amorces mo.eomaires DDN1+/DDN5- a em reuUse. U prodm, 

15 ampbfieaparfir du ^ ^ ol01 , a ete sequence p» la technique de.ermma.son 

ZZL « " — DDN1+. U sequence pro,«que dedu, de 

<n o/ <videntit6 avec une region de la 1MAU 
rette sequence proteique presente environ 60 % d identtte avec 
20 m, L* - homo.ogies observees son, sufi— t e,ev*s pom — 
nefi^-d.ADNsequencecorrespondbienaunepaniedug.neqmcodepom.aTMAO 

" — miren evidence „ prfcence ,mr s.teme reduc^ 
25 puisque ce demier permet de detecter ie sysi 

30 ^ Afin de verifier que ». res. PCR es, vaiide pom ,a d*ecfion d-enterobacteries teUe que E. 
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chromosomique de E. coli et de S. typhimurium. 

evidence par une approche PCR (23). 

Us rotate obtenus son. regroup* dana ,a flgure 12 . Us ouau* ooup.es dWee 
5 .noleeutoes DDN1+/DDN5-, DDN5+/DDN2, DDN5+/DDN3- e, DDN5+-/DDN4- ^ J 
amphncon d'un flaxen, d'ADN spM£qac chra £ ^ ^ ^ w ^ 

do5. OP*™^, >. eouple d'anrorces DDN1+/DDN5- pern... ega>en>en« rampnncation d'un 
*«K * -0 paires de baaes, eon,paub,e avee un ^ ^ d „ J£ 
TMAO reductase (piste 3). 

10 ^ d ~°^^'^WADN W 

a une pame du gene codan, pour „ TMAO rMuetese de S. ^urHan. ,e socage dudi. 

d ADN (477 nuc^dea), posside d'nnporten.es hon^ogiea avee la ae^uenee pro^de 
d-verses TMAO (fignre g). BUe present en oube p lus de 8 8 % d'ide^ 1 ,a 

•5 a^uence de la TMAO re.ue.aae „ coli e, 45 % avec ee„e de Penzvu* ene, * — Le 
d ADN a^pbfle a .aide dea a.oreea DDN1+/DDN5- correspond don 
vraraernblablemen, a une partie du gene ,ui eode pour la TMAO reduce de S. ^Unuriun, 
d) Conclusion 

Ainsi que eela a « prfcMennnen, d6cri«, ,e coup.e d'amorcea DDNl +/DDN5- peame, de 
de.ee.er ,e gene ^ dea bae.er.es nrarinea (SH^Ua e, 7>. ^ mais 6galeme „ t 
deaenterobae.erie s (£. ro / i et4-.0P*f».ur7'u M ). 

Lea mtaes teste PCR on. m realises aur dea bac,*es iso.ees au niveau dea eaux 
sa«na«rea (SWucrer) q ui peuven, evenn.el.en.en. tee reteouvees au niveau dea chans de 
Ann de rtaliaer eea <este, dea eobannllons d'ADN e_ni q ue de ,a bacteria X 
•« sphaeroides on. iti utiliaes comme ADN matrice. 

^^^-PWtopoasede^rsyaemeDMSO/TMAOredneteseproetadeee.ui 
tod. * co« (9, ]0 , Bien ,ue Pensvure .empale de ee«e bae.«e puiaae require 

^ a 16 DMS °- * P ° SS&fc dC * fences 

Cependa* ,ea .eate PCR raises avee ,es sondes nroKeulairea DON nW pas pennia 
d anrpMe, un flagmen. d'ADN corresponds* an g*ne de la TMAO rtduetese de eette baelerie. 
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„ Amorces n—res Mri. • P»rt.r de regions d» gene mA conserve* *« 
Afin d'elargii encore le spectre de dttection dee amorces molecutaies » . 

JZSn^i— .-«^»r*— --»v-------* 

TInenouvelles6ried , amorces,denommees«uw»,a 

pl .— e des experiences, rampU^oo PCK es, re^see aveo nne tenure 
v irion de 55-C A ce«e temperatore, nne perne partie senlemen, des amorces presen.es 
Itll va ponvo, sender de nraniere ape^ne a l'ADN nrarHce. Ponr ce«e 

^rrr-T - - amorces BK, BK3 + , BN5-, ~ 

-—»-'^*~2tT* d'ADN *— — - 
^amplification est reahsee a partir de 3 ng a 

reaction PCR met en jeu 30 cycles de reactions succesives. 
) + : Un fragment d'ADN specifique a la taille attendue est amphfie 

- ; Aucune amplification 
Tableau 1 
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Deux couples d Wees : BN6+/BN2- et BN6+/BN4-, permettent d'amplifier un 
fragment d'ADN specie ehez 1'ensemble des bacteries testees, et notanment chez R 
sphaeroides. 

qtu potent nn systeme TMAO teductase, «, qui sont snsceptibIes de 
poissons. 

D'autre part, rutihsation lots de la PCR d'tme temperature d'hybridation eleveo (55»0 
..d'unequann.eplustaporfcn.ed-amomes moMcnlaires ^ ^ • 

U fa ? on significative la specificite de 1 'amplification. 

(3) Amorces motecuWres efcborees a pardr da gene codan. ponr , e cytochrome 
TorC du system. TMAO reductase : amorces « BC ». 

L-eh.de do systeme TMAO rdduCaaa ches different bacteries a pemus da montrer qua 
la chaine de transfer, d-e.ec.rona jusqu-a rczynrc tenninale TorA fai, imervenir dans «ooa lea 
casmcy^l^mepentahennqoedefypecJecy^hromeTorCCooDorC^ 9 10 I9) 

Ann de mettre en evidence le systeme TMAO reduce chez les bacterid d'alteration, 
dea amorces nucleiquea dirigeea contre le gene codant poor ce cytochrome on. e.e elaboreos 

Le mum-aliguemen. de sequences proteiques, prtsente dans la figure 14, fai. apparsKr. 
de nombreasea regions pro.ei,ue S consent enhe lea cytochromea du systeme ^ 
redact de differen.es bacteries : S. * coli , R; sphaeroldes . Certaines de cea 

regmns eonservees eorreaponden. aux ai.es de fixadon dea hemes de type c (modf CxxCH) e, 
--toe reuouveea daus un grand nombre de cytochromes tetmhemiques de elaaa. 
NapC/NirT impliques dans d'audes systemes mapiratohea (24). Le cytochrome Tort: possede 
neanmoms la pardcularite de con«enir nn domain, cnrboxy-emnnal additional qni fixe nn 
cinquieme hbme (6, 19). 

Les amorces moleculaires BC sont les amorces BC1+, BC2 +) BC2- et BC3- telles que 
definies ci-dessus. Pour elaborer lesdites amorces, les regions proteiques conservees ont etc 
recherchees parmi IWmble des cytochromes de classe NapC/NirT (sondes BC2+ et BC2 ) 
ma* aussi uniquement parmi les cytochromes TorC (sondes BC1+ et BC3-). La position et 
1'onentatxon des quatre amorces moleculaires degenerees BC sont indiquees dans la figure 14 
Les amorces moleculaires BC sont capables de s'hybrider au gene codant pour le 



20 



28 



10 



15 



cytochrome TorC du systfane TMAO reductase. 

U reaction PCR est realise* dans lea mtaes conditions que celles ufhaeea avec les 
forces moieculaires BN. Bile me, =n jen 30 cydea de reaction successives. Chaque cycle e, 
cccatoe d'une etope de denature a 94°C pendan, 30 a, d'une etope d hybndation a 55 C 
pedant 30 s et d'une etape d'elongation pendant 45 a. 

Envircn 100 pmolea de chaque amorcea melecmaires son. ajonteea au melange 
fennel (volume final 50 p.). Panni lea troia couplea d'amorces mdecutoes testes 
(BCU/BC2- BC1+/BC3- e. BC2+/BC3-), le conple BCWBC2- a permia d'ampMer nn 
1^ d'ADN . la tame attendue (177 paires de bases) poor des bactenea 

Jlmmen. testees (flgnre 15; piatea 1 a 5). Ce result* nona pennet d engager 
radUsadondnconpled-amorcesmo.ecnlaireaBC./BCa-pour.e^tPCR. 

En parallele, la mfcae experience PCR a M rtaHsee avec le couple d amorces 
BCK/BC2- a parrir du chromosome de la bacterie Mk ent^robactene 
phytopathogene qui aerai, depourvue d'un systtoe TMAO reductase (4, Dans ce cas, aucun 

nine torC n'est observe (Dgure 15, piste 6). 

U couple d'amorcea BC1 + /BC2- semble done reconnattre apecinquemen. le cytochrome 

ToiC du systfene TMAO reductase. 

20 (4) Application de la technique de la PCR aux cellules entiferes 

pLLalisation dun test PCR destine a etre utitise directoment a partir d-echanuHons 

des baches. Pour ce«e raisoa, lea experiences de PCR utitisan. les couples . amorces W 
BN „ BC on, M reproduitea a parnr de bacteriea entieres de 5. — . U. , «*- 
25 bacterienne. iaoiees aur botte aon, remises en suspension dans 200 pi dean d, s0 Uee stonl 
JL comprise entoe 0,1 - 0,5). U reaction PCR - - - * — 

r^emmL decritoa avec pour matiice 2,5 p. de ,a suspension ceUulaire (dana 50 p, de 
volume final, Pour renaembl. des factions PCR rtaUaies (avec las amorcea ' ™ £ 
BC) le *** obtonu - equivaien, » eelui observe avec de l'ADN chromosomtque pun*. 
30 L b-— done bien lyaSes au coura de la premiere etape de la PCR qm cmrespond a 
Z mcubadon a 94-C des echantiHons pendant 1 ,5 min. Ce resulta. positi, permet d'envraager 
m utilisation du tea, PCR directemen, 4 partir dea obaira de pessons. 



29 



10 



15 



20 



25 



10 



H) Application du test PCR-TMAO aux chairs de poissons 

Apres avoir verifie la specificite des amorces moleculaires selon rinvention sur des 
bacteries responses de V alteration des produits de la mer, 1'etape suivante consiste done dans 
1 'application directe du test PCR a des chairs de poissons. 

Les quatre couples d'amorces DDN1+/DDN5-, BN6+-/BN4-, BN6+/BN2- et BC1+/BC2- 
ont ete choisis pour realiser ces tests car ils permettent 1'amplification d'un fragment d'ADN 
specifique pour la grande majorite des bacteries precedemment testees. 

(1) Influence de l'ADN chromosomique du poisson lors de I 'amplification PCR du 
gene de la TMAO reductase des bacteries. 

Pour 1'utilisation du test PGR sur des echantillons de chairs de poissons, il faut d'abord 
verifier que l'ADN chromosomique du poisson ne rentre pas en competition avec l'ADN 
bacterien. lors de l'hybridation des amorces moleculaires. 

Afin de tester 1'influence de l'ADN chromosomique du poisson sur la specificite des 
amorces moleculaires selon Invention, des concentrations variables d'ADN chromosomique 
punfie de sperme de hareng out ete ajoutees au melange reactionnel de la PCR contenant ou 
non 2,5 pi de suspension cellulaire de la bacterie S. massilia. 

La figure 16 obtenue avec le couple d'amorces DDN1 +/DDN5- montre qu'aucun 
fragment d'ADN n'est amplifie en absence de bacterie ajout6e au melange reactionnel (piste 1 a 
3) et ceci, quelle que soit la concentration d'ADN chromosomique de poisson. Si on ajoute la 
bacterie S. massilia au melange reactionnel (pistes 4 a 6) un fragment d'ADN specifique est 
amplifie. Les memes resultats ont ete obtenus pour les couples d'amorces BN6+/BN2- 
BN6+/BN4- ou BC1+/BC2-, et permettent ainsi de conclure que la presence d'ADN etranger 
dans le melange reactionnel de la PCR n'interfere pas avec la specificite des amorces 
moleculaires selon rinvention. 

Ces resultats importants permettent done d'exclure l'eventualite d'une amplification non 
sp6cifique qui serait due a l'ADN chromosomique du poisson. 



PCR. 



(2) Extraction de l'ADN total des chairs de poissons et validation de la technique 

Traditionnellement, les tests de detection des micro-organismes, lors du contr61e 
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Mi des agents, necesshen. une premiere .tape de pre-enlichissemen. des 

barteriessmun milieu selectif. 

Dan, la perspecuve d'un .est rapid, de qualite fiaScheur, la .echmque de la PCR a 
appUquee dimemmen. a des echantillons de poisson. Differen.es editions d'exhacdon de 
5 .CM des chairs de poissons en vcie d'altfcadon (ADN bactenea + ADN dn porsson) on, 

done et6 testees. . 
Dans un premier temps, une technique rapide d'extracdoo de 1'ADN des ceUules a e* 

cefiulaire e, done .'extraction de l'ADN chromosomique .o«al. La preparation , « . parti, 
10 d'envhon 25 m g de chairs prelevos sur un poisson (rouge, de rcche) garde 12 ^heures 
temperatine ambian*. Apres .0 min d'tocubation a 95'C, 5 ul du melange de chaua de porssoa 
homog^s^son.udliseadiree.emen.dansUmaangereacdonneldelaPat 

Toutefois, par cette .echmque rapide d'extiaction de l'ADN M .'ensemble des 
factions PCR realise** avec .es difftren.es amorces moleeulaires n'apas permis d'an^bfier un 
15 fiagmen. d'ADN speeifique. La pmsenc* de plusieura substances inhibrtnees de la PCR 
JL. da» les chairs de poissons pourrai. expliquer ce reaultat En effet. des composes 
presents e» grande quantite dans certains produits alimentaires (graisses, protemes...) peuven. 
avoh une influence sur ,'efflcaeite de la PCR (26). Afin de verifier ctfte hvpothese, ,es memos 
«. PCR on. m reaUses en mjoutan, aux echantillons de chturs de potssons ng d ADN 
20 ohromosomique de S. nu^a. Toutefois, eomme preCdemmen., aueun fiagmen. d ADN n a 
c,e amplifie par PCR, quelles que soien. les amorces moleeulaires uUhsees. 

CM l.«a B pennetien, de cunCure que la reaction PCR es. inhrbeo par cortams 
composes contenus dans les chairede poissons. 

La technique de purification de l'ADN ohromosomique total des chaus de po,ssons, 
25 udhsee selon .a prosenfe invention, doi. done permeftie d'eliminer 1'ensemb.e des composes 
inhibiteurs de la PCR. 

U„ kit d'extiaction rapide de l'ADN (environ . heure), basee sur .a fixation des actdes 
nncleiques a des bil.es de since, a amsi «e .esU 0* cummesciause sous la deno— 
Ittgh Pure PCR Temp.a.e Preparadon Ki.» par BoehHnger Manoheh^ocne). Apres 
30 fixation de l'ADN. certe technique perme. en effe. d'eliminer les sols, les pro.emes e. d autres 
inrouretes cellulaires par une simple etape de lavage. 

Taction de l'ADN fetid (ADN bac«en + ADN de poisson, a etc *aUs* sur quafre 
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especes de poisson diflerentes en voie de decomposition (gardes 12 h a temperature ambiante) • 
2 especes de la mer Mediterranee (rouget de roche et dorade), et 2 especes de 1'Atlantique (sole 
et cabillaud). A partir d'environ 50 mg de chairs de ces poissons (preleves sous la peau) 1 a 4 
ug d'ADN chromosomique total ont ainsi ete purifies. Environ 25 ng de cet ADN sont alors 
ajoutes au melange reactionnel de la PGR (volume final 50 ,1). Pour 1'ensemble des reactions 
PCR, la temperature d'hybridation est portee a 55°C, et 100 pmoles de chaque amorces 
moleculaires sont ajoutees au melange reactionnel. 

La figure 17 regroupe les resultats obtenus en utilisant les couples d'amorces 
DDN 1 +/DDN5-, BN6+/BN2- et BN6+/BN4-. Pour 1'ensemble des especes de poissons testees 
un fragment d'ADN unique est amplifie, et ceci avec chacun des couples d'amorces utilise, 

La taille du fragment d'ADN amplifie correspond a la taille attendue pour une 
amphfication a partir du gene torA. Ce resultat indique que les differents fragments d'ADN ont 
bien ete amplifies a partir du gene torA des bacteries presentes sur les chairs de poisson. 

Ainsi ; 1 utilisation des couples d'amorces moleculaires DDN1+/DDN5-, BN6+/BN2- et 
BN6+/BN4- peut etre envisagee pour l'application du test PCR a des chairs de poissons 

De plus, 1'utilisation d'un filtre de billes de sihce est une methode adequate pour purifier 
I'ADN total contenu dans les chairs de poissons. Cette technique est tres rapide (environ une 
heure), et tres facile a mettre en ceuvre comparativement a une extraction 
isoamylalcool/chlorofoime qui necessite plusieurs etapes pour 61iminer les proteines contenues 
20 dans les chairs de poissons (28). 

^amplification realisee dans les m6mes conditions avec le couple d'amorces BC1+/BC2- 
a egalement donne des resultats encourageants sur l'ADN total de chairs d'un rouget de roche 
en voie de putrefaction ( figur e 18). En effet, malgr6 un bruit de fond important 
1'electrophorese en gel d'agarose des produits de la PCR revele la presence du fragment de 177 
25 paires de bases. 

m) Conclusion 

Les couples d'amorces moleculaires selon 1'invention pennettent done de detecter le gene 
torA chez les bacteries marines, mais egalement chez des bacteries relativement eloignees 
phylogenetiquement, a savoir les enterobacteries et les bactdries des eaux saumatres. 

L'apphcation du test PCR aux chairs de poissons donne des resultats encourageants 
puisque les amorces moleculaires selon Invention pennettent de detecter le gene torA de 
bacteries presentes sur le poisson en voie de putrefaction, ^amplification PCR ne pouvant etre 
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applied dixectemenTdes ecnantillons de chairs de poissons, une extraction de l'ADN total 
de ces chaiis est au prialable nicessaire. 

B) MATEWELS ET METHODES 

„ Uolemen.de, souches bacttriennes, miH.n* e. conditions decr.lss.nee 

Le poisson utilise pour IHsoiemen. dea soucbes bacteriennes ta* . « 
correspond a » rouge, de rocbe (Mutlus surmulettis) pecbe - mer 
tege de MarseiUe. « garde a iemperature ambianie pendan, 4S heures dans „ tube a** 
eoLan, de Peau de mer. f eau de nr. a M prea.ab.eu.en. «MUs* a tiavers un iiUre 

^r.— - — - — - - — - 4 rrr 

^ LB («Lutia Bro,b»: extiai, de ievure ,0 g* bae,o-pep»ne 5g* e, «. £ 

Ltiea * «* e, 0,*— - » "° C « ^ 

^ta- a e* ob,e»ue par rATOC (»-H040) « ne pousse paa «^ 

^Ueux conventiooneis <e. ,ue ie miiieu LB. EUe es, cuitivee , 1« aur nuheu mann (marure 
broth ; Difco). 



2) Techniques de PCR 
?ft a ) PCR standards 

Les amotions PCR awards son, reaiisees dans ies conditions decn.es dans a 

cbacuue dea aondea oHgouuc.eoudi^, .00 uM de cbacun dea ouau. 
Mpbospba.es (dXTPs), .0 mM de T„a«Ci (pH S,3, i,5 mM de MgC„ 50 ^ 

u IT— - — — - 50 - — * 4611 d,empW,er 

1» Evaporation durant le processus de la PCR. 

Location, r*us* dana un appareii tirermocydeur (MJ Reaeareb), me. en ,eu 30 
cyclK de reaction,, « cycie cmnprenan, une «ape de d— ^ C pendan 30 

pen dan, environ 45 aeoondes (iaVnun). L'ADN est preaiablemen, deuamrf dumn, 

04-C avan. d'emamer 1= I— >° - * *— ^ ~ 
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ensuite analyses par electrophorese sur un gel d'agarose. 
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b) Conditions PGR avec les amorces moleculaires degenerees selon 1'invention 

Les amorces moleculaires selon 1'uwention, notamment les amorces denommees 
5 « DDN », « BN » ou « BC », sont telles que definies ci-dessus. 

Le m61ange reactionnel (50 ul) contient soit 10 ng d'ADN cbxomosomique de la 
bactene, soit 5 ul de suspension cellulaire (DO^ = 0,5-1) soit 25 ng d'ADN total extrait a 
partir de poisson, 100 uM de chacun des quatre desoxyribonucleotides triphosphates (dXTPs) 
0,8 ug de chacun des melanges d'amorces selon Invention, 10 mM Tris-HCl (pH 8 3) 1 5 nnM 
10 MgCl 2 , 50 mMKCl, 0,01 % de gelatine et une unite deTaq polymerase. 

La reaction PGR met en jeu 30 cycles de reactions successives constitutes d'une etape de 
denaturation a 94« C pendant 30 secondes suivie d'une etape d'hybridation a 55°C ou 45'C 
pendant 30 secondes, puis d'une etape d'elongation a 72 °C pendant 45 secondes. L'ADN est 
^ prealablement denature durant 1,5 min a 94°C avant d'entamer le premier cycle. 

3) Preparation d'ADN chromosomique des bacteries 

La preparation d'ADN chromosomique des bacteries est realisee a partir de 10 ml de 
culture (D O600 > 1). Apres centrifugation des cellules a 10 000 rpm pendant 10 min, le culot est 
resuspendu dans 1 ml d'EDTA 10 mM (pH 8). La lyse des cellules est obtenue par addition de 
SDS (0,5 % final). Cette solution est melangee a un volume egal d'isoamylalcool/chloroforme 
(1:24). Apres centrifugation pendant 20 min a 7 000 rpm, la phase superieure est recuperee 
Cette operation est reproduite plusieurs fois afin d'eliminer la plus grande quantity de proteines 
residuelles. L'ADN est finalement precipite par ajout de NaCl (0,3 M final) et d'6thanol (2,2 
Vol). 



25 



30 



4) Preparation de 1'ADN chromosomique totale des chairs de poissons en voie de 
putrefaction pour la PCR 

a) Preparation rapide a Paide d'un kit base sur la fixation de 1'ADN a des billes de 
sillice (High pure PCR template Preparation Kit, Boehringer Mannheim/Roche) 

25 mg de chairs de poissons sont incubes 45 min a 55°C dans 200 ul de tampon de lyse 
(uree 4 M, Tris 200 mM, NaCl 20 mM et EDTA 200 mM, p H 7,4) en presence de 40 pi de 
proteinase K (0,8 mg). Afin de faciliter la lyse cellulaire, 1'echantillon est prealablement broye 
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» ,-aide d'un scalpel. 200 ,1 de .ampon de fixation (guanidine-HCl 6 M, uree 10 mM, Tns-HCl 
, 0lMtl Triton 20% v/v, pH 4,4) sont ajou.es a 1'ecbanullon ,«i ea. ensutte incube p^dan. 10 
4 72«C. Cette solution eat melange* a 100 txl d'isopropanol puia oentrifagee a 8 000 rpm 

„ la Mil-, a* sfliioe '"*e Hieh Pure Filter + tube 

pendant 1 min a travers un nitre a oase ue - 

eollecKur). Lea irnpure.es rfcidueUes aon. eliminees par deux etapea de lavage (tampon de 
laV age : NaCl 20 * Tris-HC 2 mM emanol 80% v/v, pH 7,5). L'ADN es, enauite e.ue dana 
un tampon dilution CTris 10 mM, pH 8,5). 

b) Extraction d'ADN des cellules par traitement au NaOH/SDS 
25 mg de ehairs de poisaons aon, preleves sur un poiaaon en voie de putiefaetion (aprea 
16 heurea d'incubation dana un »be aterile garde a temperatiue ambiante), e, places dans 50 ul 
a-nne so.ution de NaOH 0,05 M, SDS 0,25%. Apres broyage des cellules, rechantiUon es. 
incube 15 min a 95 °C. 450 p. d-eau sterile son, ajou.es . melange « les debria ceHulaires son, 
aJ ors efimines par une etape de centiimgation de 2 mm a 8 000 g. 5 pi du aumagean, obtenu 
sou, directement utilises pour le test PCR. 

c) Extraction isoamylalcool/cbloroforme 

La preparation d'ADN chromosomique par extraction isoamylateool/chloroforme 
ea, realisee a partir de 25 mg de cbairs de poisaons contaminees conune decri, precetiemmen, 
pen, l'ADN bacterien. Le nombre d'etapea d'extraction ea. en revancbe augment afin de 
pouvoir etiminer les nuanti.es imporian.es d-impuretes co„.ennea dans lea echantulons de 
chairs de poissons. 
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REVINDICATIONS 

1 Utilisation de sequences nucleotides choisies parmi celles comprenant une sequence 

' ne proline du svsteme trimethylamine N-oxyde reductase (TMAO r6ductase) 

d» les baCfcies, cu un fragman, de ..«. s^eace «.Ue «fu»e sonde ou une amorce d envnon 
15 4 environ 25 nuclides, on une sequence derive* par addition, suppression, e</ou 
snbstiurtion tm on plusieurs nncleotidea de ce«e s*uenc codan, pour une proteine du 
svsreme TMAO rtdnctaae on dHm fragment de cctte dernier., ledi, fragmen, « ladrte sequence 
Wnvee to. capablea de s'hybrider avec iadite sequence cedan, pour une proteine du svsteme 
TMAO reductase, pour la mise en oenvre d'nne memode de daecuon de k presence de tontes 
baches impliqnees dans !e processus de degradation dea chairs d'ammaux aquatiques, chez un 
hdte susceptible d'etre porteur de telles bactiries. 

2 Utilisation aelon .a revendieation 1 , earned en ee que la sequence codan. pour une 
15 proline du sys,em. TMAO reduce est eboisie parmi lea sequences codan, pour la TMAO 

IsduCas. che* les bacteriea, encere designee proteme TorA ou DorA, on codan. pour un 
cytochrome de type c, encore d&igne proline TorC on DorC. 

3 Utilisation aelon la revendieation 1 ou la revendieation 2, earned en ce ,u. les 
20 sequences nucUotidiques codan, pour un. proteme du sys,eme TMAO reduc*.. son, cbois.es 

oarmi celles des bacrtries suivantes : 

. ,es baches marines, ,enes que celles du genre SHewamlla, PHo.obaCerium ou V*no, 
lesdi,ess6quences4Un,no«mmen, choisies parmi les suivantes t 

. , a sequence co<tan. pour la protein. TorA d. Shcanetta mass,!* 

25 representee sur la figure 1, 

. U sequence codan, pour la proteine TorA d. She^ella putrefacv* 

representee sur la figure 1, 

* la sequence codant pour la proteine TorA de Shevanella c representee sur la 

* la sequence partielle codant pour la proteine TorA de PHotobacterium 
pto^reM7nrepresent6esurlafigure3, 

* la sequence codant pour la proteine TorC de She»anella mass** 

representee sur la figure 14, 



figure 2, 
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- les bacteries provenant des eaux saumatres, telles que celles du genre Rhodobacter, ou 
Roseobacter, lesdites sequences etant notamment choisies panni les suivantes : 

* la sequence codant pour la proteine DorA de Rhodobacter sphaeroides 
representee sur la figure 4, 

* la sequence codant pour la proteine DorA de Rhodobacter capsulatus 
representee sur la figure 4, 

* la sequence codant pour la proteine DorC de Rhodobacter sphaeroides 
representee sur la figure 14, 

- les enterobacteries, telles que celles du genre Escherichia, ou Salmonella, lesdites 
1 0 sequences etant notamment choisies parmi les suivantes : 

* la sequence codant pour la proteine TorA de Escherichia coli representee 

sur la figure 4, 

* la sequence partielle codant pour la proteine TorA de Salmonella 
typhimurium representee sur la figure 5. 

* la sequence codant pour la proteine TorC de Escherichia coli representee 

sur la figure 14. 
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4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que les 
sequences nucleotidiques sont utilisees sous forme de couples d'amorces choisis panni Pun 
20 quelconque des trois groupes d'amorces suivants : 

(1) le groupe d'amorces « DDN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes : 

- DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC5' : melange de 54 sequences 
nucleotidiques, 

25 . DDN5+ : 5' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CCJ- : m«an g e de 4 ^uence, 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de s6quences nucleotidiques « DDN- » suivantes : 

- DDN2- : 5'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3' : melange de 32 sequences 
nucleotidiques, 

30 - DDN3- : 5 ■ GAC TCA CAy Awy TGy GAG my. melange <fe 16 ^ucnvx 

nucleotidiques, 
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. DDN4- : 5' TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3' : melange de 24 sequences 

nucleotidiques, , 

. DDN5- : 5' CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC3' : m61ange de 6 sequences 

nucleotidiques, 

(2) le groupe d' amorces « BN » comprenant : 
♦ les compositions de sequences nucl6otidiques « BN+ » suivantes : 
BN1+ • 5 ' C bGA yAT CsT rCT GCC 3 ' : melange de 16 sequences nucleotidiques, 
. BN3+: 5' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC3' : melange de 96 sequences 

nucleotidiques, ^ , . 

. BN6+ : 5' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3' : otoge de 64 sequences 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 
BN2- : 5 ' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sequences 

n ucleo» ^ ^ ^ cCn swv GGC GTG CC3' : melange de 192 s6quences 
nucleotidiques, 

. BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 » : melange de 72 sequences nucleotidiques, 
(3) le groupe d'amorces « BC » comprenant : 
♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 
2 0 - BC1+ : 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : melange de 256 sequences 

5' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 sequences 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 
BC2 • 5 ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 ' : melange de 96 sequences nucleotidiques, 
BC3 .5-mG^TCrAArTGnGC3':m61angedel28sequencesnucleotidiques, 

i a r a T. v = fC T) r = (A,G), h = (A,C,T), d = (GAT), m = (A,C), 
dans lesquelles n = (A,C,G,T), y - i h r 

w = (AT), b = (G.T.Q, s = (G,Q, v = (GAO, * k = (G, T), 

les couples d'amorces etant choisis de telles de telle sorte que rune des amorces dun 
30 couple correspond a Vune des compositions de sequences nucleotidiques DDN+, BN + ou BC + 
ImenuonnTes.tanmsque.autreamorce 

de sequences nucleotidiques DDN-, BN- ou BC- susmentionnees, lesdits couples d amorces 
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Mm notammen, choisie panni l'un quelconque des quatre couples snivels ■ 

(a, le coup,e DDN1+ / DDN5-, conduiaan, » ramphfication de flagmen* du gtee ^ 
pour la pro,eine TorA chez lea bactenos, d'une faille d'envimn 820 paires dc bases (bp) « 
no.ammen. a ramphfication dun flagmen, de 82. bp du gene codan. pour la protetoe TorA 
chez les bacfcries du geure Sh^anella, «el que le fragment de 821 bp delimile pan lea 
nucleotides aitues aux p„ siti ona 620 a !450 du gtae ,orA de S. ««, represente sur ,a figure 

(b, le couple BN6+ / BN2-, conduiaan. a .'amplification de fragments du gtoe codan , 
pour .a proteine TorA chez ,ea baCeriea, d'une faiUe d'environ 7,0 bp, e. no.ammen. a 
1 au.phnca.ion d'un fragment de 727 bp du gtae codan, pour la proteine TorA chez !ea bac«riea 
du genre S^aneUa, te. one le flagmen, de 727 bp delimife par les nucleoddea situ* aux 
poaitions 1657 a 2403 du gene rorA de S. massilia repreaent* sur la figure 4 

(0 le couple BN6 + /BN4-, conduisan, » .'amplification de fragments on gene codan, pour 
la proteine TorA chez lea bacWries, d'une faille dWhon 360 bp, e, noummen, a 
.'amplification d^un flagmen, de 355 bp du gtae codan, pour la proline TorA chez lea baCeriea 
du genre SHwaneUa, ,e. que le flagmen, de 355 bp delimit* par .ea nucleotides aifues aux 
positions 1657 a 2023 du gene larK de S. massUia represent sur la figure 4 

(d) le couple BC1 + ZBC2, conduiaan. a 1'amplification de flagmen* du gene codan, pour 
la protons TorC Chez- lea baaeries, d'une Wile d'euvhon ,70 bp, e, notiunmen, a 
■•amplification d'un flagmen, de , 97 bp du gene codan, pour ,a prottine To,C chez les bac.eries 
du genre SWe/fa, ,e, que le flagmen, de ,97 bp codan, pour !e flagmen, polypeptide 
dehmue par lea acidea amines shues aux positions 1 14 a , 79 de la prottme TorC de S. nassilia 
representee sur la figure 14. 
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5. Utihaation selon ,'une dea mveudieations , 4 4, caractdrisee en ce que lea h6,es 
suscopubles d'etre porteura de bac.«es impliqueea dans ,e process de degradation des chafrs 
d'animaux aquauques, ,e„es que dicri.ee dana ta revendication 3, sou, dea organises 
aquatiquea, nofamment des organiames marina «els que les poissous e, les crus,acoa, e, p,ua 
paruoUieremen, les poisaona d'Aflantique fe.e que ,a aole, ,e cabiUaud, ou ,es poiasona de la 
mer MMiterranoe tela que le rouge, de reche, la dorade, ainai que certains animaux des eaux 
douces ou saum&tres. 
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6 Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, pour la mise en oeuvre 
d >une methode de d6tection de la presence de toutes bacteries impliqu6es dans la degradatxon 
des chairs d'animaux aquatiques, dans le cadre d'un P roced6 devaluation de 1'etat de fraicheur 

.... lesmiels est preleve l'echantillon teste, lorsque ces dermers sont 

des animaux aquauques am — r 

extraits de leur environnement naturel. 

7. Sequence nucleotidique correspondant a l'une des sequences suivantes : 

- DDN1+ : 5'CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3 ', 

- DDN5+ : 5 ' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC 3 ', 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3 
. DDN3- : 5 ' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3 ', 

- DDN4- : 5'TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3 ', 

- DDN5- : 5 * CCv GGT TCG AGr ATC GCA TC 3 ', 

- BN1+ : 5'CbGA yAT CsT rCT GCC 3 *, 

15 - BN3+ : 5 ' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC 3 ', 

- BN6+ : J ' Twy GAr CGy AAC GAy mTC GA 3 ', 

- BN2- : 5 ' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3 ', 

- BN4- : 5 ' ATC Arr CCn swv GGC GTG CC 3 ', 

- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 ', 
-BC1+: 5 ' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3 ', 

- BC2+ : 5 ' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3 

- BC2- : 5 ' CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 ', 
BC3- • 5 ' TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 

daM lesquellesn = (A,C,G,T), y =(C,T),r = (A,G),hKA,C,n 
25 w = (AT), b = (G,T,C), s = (G,C), v = (G.A.C), et k = (G,T). 

8. Composition de sequences nucl6otidique S en melange, correspondant a Tune des 

compositions suivantes : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN + » suivantes : 
. DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC 3' : melange de 54 sequences 
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- DDN5+ : 5' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC3' : flange de 4 stances 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes • 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3' : melange de 32 sequences 
5 nucleotidiques, 

- DDN3- : y GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG : meiange d e .6 sequences 
nucleotidiques, 

- DDN4- : y TGr CCd CGr kCG TTA AAG ACS' : m6Iange de 24 sequence, 
nucleotidiques, 

- DDN5- : 5' CCv GGT TCG AGr ATP or a tp « 

r A1C OCA TC ^ : melange de 6 sequences 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 

- BNR :5'CbGA yAT CsT rCT GCC 3 ' : melange de 16 sequences nucleotidiques 

- BN3 + : 5' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GCi : melange de 96 sequences 
13 nucleotidiques, 

- BN6+ : S- Tvvy GAr CGy AAC GAy mTC GA 5' : metange de 64 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 

BN2- : 5 GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sequences 
nucleotidiques, 

- BN4-: 5» ATC Art CCn swv GGC GTG CC5' : melange de 192 sequences 
nucleotidiques, 

- BN5- : 5 -GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 ' : me.ange de 72 sequences nucKoudiquee, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

25 - BC1 + : 5' ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : melange de 256 sequences 

nucleotidiques, 

- BC2 + : J- TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 
M> - BC2 --^CyTTrTGrCArTCdATr^ 

-BC3-:5'TTnGCrTCrAArTGnGC3^m61angedel28sequencesnucleotidi q ues, ' 
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(± rrr\ v = fCT) r = (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m = (A,C), 
daiis lesqueUes n = (A,C,G,T), y -<V»U» r \^^J> 

w = (A,T), b = (G,T,Q, s = (G,Q, v - (GAQ, et k - (G,T). 

9. Couple d'amorces caracterise en ce qu'il est ehoisi au sein de Vm des groupes 

5 d'amorces suivants : 

(1) le groupe d'amorces « DDN » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN+ » suivantes : 

. DDN1+ : 5' CGG vGA yTA CTC bAC hGG TGC3' : melange de 54 sequences 

nucleotidiques, , 
10 - DDN5+ : 5' ATy GAT GCG ATy CTC GAA CC5' : melange de 4 sequences 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « DDN- » suivantes : 

- DDN2- : 5 'CGT Amw sGT CGA kAT CGT TrC GCT C 3' : melange de 32 sequences 

nucleotidiques, 

15 - DDN3- : 5' GAC TCA CAy Awy TGy GAG TG 3' : melange de 16 sequences 

nucleotidiques, 

. DDN4- : y TGr CCd CGr kCG TTA AAG AC 3' : melange de 24 sequences 

nucleotidiques, 4 , , 

- DDN5-: 5' CCv GGT TCG AGr ATC GC A TC 3 : m61ange de 6 sequences 

20 nucleotidiques, 

(2) le groupe d'amorces « BN » comprenant : 
♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN+ » suivantes : 
BN1+ • 5'C bGA yAT CsT rCT GCC 3 ' : melange de 16 sequences nucleotidiques, 
. BN3+: 5' GGm GAy TAy TCb ACm GGy GC 3' : melange de 96 sequences 

25 nucleotidiques, _ 

- BN6+ : 5' T»y GAr CGy AAC GAy mTC GA 3' : melange de 64 sequarces 

nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BN- » suivantes : 

- BN2-: 5' GG vyC rTA CCA bsC vCC TTC 3' : melange de 216 sequences 

30 nucleotidiques, _ 

nrir am CC V • melange de 192 sequences 

- BN4- : 5' ATC Air CCn swv GGC GTO CU* . mei<ui S ~i 

nucleotidiques, 
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- BN5- : 5 'GbC ACr TCd GTy TGy GG 3 : flange de 72 sequences nucleotides, 
(3) le groupe d 'amorces « BC » comprenant : 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC+ » suivantes : 

- BC1 + : 5- ACn CCn GAr AAr TTy GAr GC 3' : melange de 256 sequences 
5 nucleotidiques, 

- BC2 + : 5' TGy ATh GAy TGy CAy AAr GG 3' : melange de 96 sequences 
nucleotidiques, 

♦ les compositions de sequences nucleotidiques « BC- » suivantes : 

- BC2- CCy TTr TGr CAr TCd ATr CA 3 > : melange de 96 sequences nucleotidiques 
1 0 - BC3- TTn GCr TCr AAr TGn GC 3 : melange de 1 28 sequences nucleotidiques 

dans lesquelles n = (A,C,G,T), y = (C,T), r = (A,G), h = (A,C,T), d = (G,A,T), m = (A C) 
w = (A,T), b = (G,T,C), s = (G,C), v = (G,A,C), et k = (G,T), 

les couples d'amorces etant choisis de telles de telle sorte que Tune des amorces d'un 
couple correspond a I'une des compositions de sequences nucleotidiques DDN+, BN+ ou BC+ 
susmentionnees, tandis que 1'autre amorce correspond respectivement a Tune des compositions 
de sequences nucleotidiques DDN-, BN- ou BC- susmentionnees, lesdits couples d'amorces 
etant notamment choisis parmi l'un quelconque des quatre couples suivants : 

(a) le couple DDN1+ / DDN5-, conduisant a I'amplification de fragments du gene codant 
pour la proteine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 820 paires de bases (bp), et 
notamment a I'amplification d'un fragment de 821 bp du gene codant pour la proteine TorA 
chez les bacteries du genre Shewanella, tel que le fragment de 821 bp delimite par les 
nucleotides situ6s aux positions 620 a 1450 du gene torK de S. massilia represente sur la figure 
4, 

(b) le couple BN6+ / BN2-, conduisant a I'amplification de fragments du gene codant 
pour la prot6ine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 710 bp, et notamment a 
l'amphfication d'un fragment de 727 bp du gene codant pour la proteine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 727 bp d61imite par les nucleotides situes aux 
positions 1657 a 2403 du gene torK de S. massilia represent6 sur la figure 4, 

(c) le couple BN6+ /BN4-, conduisant a I'amplification de fragments du gene codant pour 
la P rot6ine TorA chez les bacteries, d'une taille d'environ 360 bp, et notamment a 
I'amplification d'un fragment de 355 bp du gene codant pour laprot6ine TorA chez les bacteries 
du genre Shewanella, tel que le fragment de 355 bp delimite par les nucleotides situes aux 
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positions 1657 a 2023 du gfa. tor A de S. massilia reprfsente sur la figure 4, 

(A le couple BC1+ /BC2-, conduit, a ratification de fragment du gene codaut pout 
,a proteine TorC chez lea bacteries, dune .aille denviron 170 bp, e. no,ammen« a 
ramplifiM tion dun fragment de .97 bp du gene codan, pour la proteine TorC cbez lea bacter.es 
5 fc ^r*** te. le fragment de .97 bp codan, pour .e fragment polypeptidrque 

represent6e sur la figure 14. 

10 Methode de detection de toutes bacteries impliquoes dans la degradation des chairs 
10 danhnaux antiques cbez un n6te susceptibte dene porteur de teUes bacteries, .adite nre*o e 
«an, effect a parti, dun echanuHon bio,ogique pre.eve sur ce, b»,e, ce, fehan ..on 
oio.og.qne ccrespondan, notammen, a . fragment sous-cutane de chair de Vamma, aquafque 

„ quein, * caractfeisee - - ««- — - SU *"7 

one sequence nudeotidique tetie que definie dans rune ,ue,con,ue des -"ns , a 9 
15 avec des fragmente des genes codan, pour una proteine du systeme * 
oacteries imptiqueos dans .a delation des chairs danimaux — 
prfeen.es daus VecnantiUon bidogique pre.eve sur .edit h6«e, arivie dune etepe de mvCahon, 
notammen, par eiectrophorfee, de la presence eventueue dans .edit fehantfflon de genes codan, 
pour one proteine du systeme TMAO-r6ductese, on de fragment de ces genes, dont .e nombre 
20 de copies a «6 le cas feheant amplifii. 

,1. Memode de detection selon .a revendication 10, caractfeisfe en ce qdeUe comprend 
les etapes suivantes : 

,o uuitemen, dun ecbantition bidogique preteve sur ee, b6,e afin d-exteatre PAD* tetel 
25 de ce, bote e, de tenure ,e gfetome de ces bacteries aecessib,e aux sequences nuc^otidiques « 
agrees definies se.ou Tune ,ue,conque des revendications i a 9, ce ««-- «~ 
ootammen, effectue a .'aide d-une technique detraction tapide de r AW baseo sur .a fixation 
des acides nucleiques a des billes de silice, 

. ramptification du nombre de copies de gSnea codan, pour .ea p^fenes du systeme 
30 TMAO-teductase de bacteries imptiqueos dans la degmdation des chairs danimaux aquatique, 
on de fragment de ces ^susceptible, *- *» "* ""^ * ' 

a^oneos nucUotidiques on amorces susmentioonees hybridan, avec les genes ou fragment de 
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genes susmentionnes, 

- la detection de la presence eventuelle d'un nombre amplifie de copies de genes codant 
pour une proteine du systeme TMAO-reductase des bacteries susmentionnees, ou de fragments 
de ces genes, et done de la pr6sence de telles bacteries dans l'echantillon biologique etudie. 

12. Methode de detection selon la revendication 1 1 , caracteris6e en ce que l'amplification 
du nombre de genes codant pour la TMAO-reductase comprend les etapes suivantes : 

- la predenaturation de l'ADN double brin total de 1'hdte en ADN mono-brin, de 
preference dans un tampon constitu6 de lOmM Tris-HCl pH 8,3, 50mM KC1, l,5mM MgCl 2 , 
0,01 % de gelatine, des 4 desoxynucieotides constitutifs des ADN (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) 
a une concentration de 100 uM chacun, et des couples d'amorces, tels que dermis dans les 
revendications 1 a 9, par chauffage entre environ 90 »C et environ 100 °C, avantageusement a 
94 °C, pendant environ 1,5 minute, 

- l'amplification proprement dite par addition au milieu obtenu a 1'etape preccdente 
1 5 d'ADN polymerase, par exemple la Taq polymerase, 

♦ chauffage a environ 94°C pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a 
1'etape de denaturation proprement dite, 

♦ puis chauffage entre environ 35°C a environ 60 °C, et notamment a environ 45°C 
ou 55°C, pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a 1'etape d'hybridation des amorces 
avec les genes codant pour les proteines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ou des 
fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans l'echantillon biologique etudie, 

♦ et enfin, chauffage a 72 °C, pendant environ 45 secondes, ce qui correspond a 
1'etape d'elongation des amorces, hybridees a 1'etape precedente, l'une vers l'autre, produisant 
ainsi des sequences nucleotidiques compl6mentaires de fragments de genes codant pour les 
proteines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ces dernieres sequences etant delimitees 
par les nucleotides s'hybridant avec les amorces susmentionnees, 

- la repetition de 1'etape d'ampUfication pr^dente entre environ 15 et environ 35 fois, 
avantageusement environ 30 fois. 
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13. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode de detection selon l'une des revendications 
13 a 15, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une ou plusieurs sequences nucleotidiques ou amorces definies dans l'une des 
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revendications 1 a 9, 

- \ine ADN polymerase, 

. „ mffieu reacriotmel avantageusemen, consritue de lOmM Tris-HCl pH 8.3, 50tnM 

»„„,-, o m % de tflatine. des 4 dSsoxynucUotides consdtuttfs des ADN (dCTP, 

5 dATP, dGTP, dTTP) a une concentration de 100 nM chacun. 

13 Sequence nucleotidique comprenant : 

- ll sequence representee sur la figure 2 du gene torA codant pour la proteine TorA de la 

bacterie marine Shewanella C, 
0 . ou toute sequence ddrivte de la sequence susmentioB.ee par deg6nerescence dn code 

gen6d,ue, e, codan, pour la protiine TorA de SHe^neUa C, don, la sequence pepddique est 

representee sur la figure 6, 

. ou toute sequence dWvie de la setmence nucltotidique susmentknmte, notammen, 
par subsrimrion, suppression ou addidon d-un ou p.usieurs nuclides, ,adi,e sequence d*nvee 
IS ayan. de preference une homoiogie d'environ 35 % I 100 % avec la sequence nucleottdrque 
susmentionnte reprfaentfe sur la figure 2, 

. on tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnfe, ou d'une sequence 
d *v6e de cette demiire telle que definie ci-dessus, ledi. fragment ton, de preference consume 

d'au moins environ 15 nucl6otides, 
20 - la sfcjuence pariielle represent* sur la figure 3 du gine ocdan, pour la proteme TorA de 

la bactSrie marine Photobaclerixm phosphoreum, 

. oa M. sequence d6riv6e de 1. sequence snsmentionnte par decrescent* du code 
gfctWque, e. oodan. pour la protiine TorA de PHoKbaCeriun, pkospHvreu* dont la sequence 
pepddique est reprtsenUe sur la figure 7, 
25 • on toute s6quence d«riv6e de la sequence nucl6oridi,ue susmenrionnfc, notammen, 

par substitution, suppression ou addidon d'un ou ptasieurs nudities, ladite sequence dtovee 
ayan, de preference une homologie dWon 35 % a 100 % avec U sequence nueWottdtque 
susmentionnee representee sur la figure 3, 

* ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une sequence 

30 denveedecettederni^^ 

d'au moins environ 15 nucleotides, 
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- la sequence partielle representee sur la figure 5 du gene codant pour la proline TorA 
de la bacterie marine Salmonella typhimurium, 

* ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenereacence du eode 
genetique, et codant pour la proteine TorA de SabnoneUa Murium don. la sequence 
peptidique est representee sur la figure 8, 

* ou toute sequence derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite s6quence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 5, 

* ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une s6quence 
derivee de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 1 5 nucleotides. 

16. Sequence peptidique codee oar une s^nimn^ c ^ Vm , ... 

** "^vv/uwque seion ia revenaication 15, 

15 et comprenant : 

- la sequence en acides amines representee sur la figure 6 de la proteine TorA de 
Shewanella C, 

* ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amin6s, ladite s6quence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 
susmentionnee representee sur la figure 6, 

* ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence derivee 
de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue d'au 
moins environ 5 acides amines, 

- la sequence partielle en acides amines representee sur la figure 7 de la proteine TorA de 
Photobacterium phosphoreum, 

* ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 

>0 susmentionnee representee sur la figure 7, 

* ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence derivee 
de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue d'au 
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moins environ 5 acides amines, 

- la sequence partielle en acides amines representee sur la figure 8 de la prot6ine TorA de 

Salmonella typhimurium, 

* ou une sequence derivee de la s6quence peptidique susmentionn6e, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 
susmentionnee representee sur la figure 8, 

* ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une s6quence derivee 
de cette derniere telle que d6finie ci-dessus, ledit fragment tent de preference constitue d'au 
moins environ 5 acides amines. 



genes susmentionnes, 

- la detection de la pr6sence eventuelle d'un nombre amplifie de copies de genes codant 
pour une proteine du systeme TMAO-r6ductase des bacteries susmentionnees, ou de fragments 
de ces genes, et done de la presence de telles bacteries dans l'echantillon biologique etudie. 

12. Methode de detection selon la revendication 1 1, caracterisee en ce que 1 'amplification 
du nombre de genes codant pour la TMAO-r6ductase comprend les etapes suivantes : 

- la predenaturation de l'ADN double brin total de l'h6te en ADN mono-brin, de 
preference dans un tampon constitue de lOmM Tris-HCl pH 8,3, 50mM KC1, l,5mM MgCl 2 , 
0,01 % de gelatine, des 4 desoxynucleotides constitutifs des ADN (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) 
a une concentration de 100 uM chacun, et des couples d'amorces, tels que definis dans les 
revendications 1 a 9, par chauffage entre environ 90 °C et environ 100 °C, avantageusement a 
94 °C, pendant environ 1,5 minute, 

- ramplification proprement dite par addition au milieu obtenu a !'6tape precedente 
d'ADN polymerase, par exemple la Taq polymerase, 

♦ chauffage a environ 94°C pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a 
l'etape de denaturation proprement dite, 

♦ puis chauffage entre environ 35°C a environ 60 °C, et notamment a environ 45°C 
ou 55°C, pendant environ 30 secondes, ce qui correspond a l'etape d'hybridation des amorces 
avec les genes codant pour les proteines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ou des 
fragments de ces genes, susceptibles d'etre presents dans l'echantillon biologique etudie, 

♦ et enfin, chauffage a 72 °C, pendant environ 45 secondes, ce qui correspond a 
l'etape d'elongation des amorces, hybridees a l'etape precedente, l'une vers 1'autre, produisant 
ainsi des sequences nucleotidiques complementaires de fragments de genes codant pour les 
proteines du systeme TMAO-reductase de bacteries, ces dernieres sequences etant delimitees 
par les nucleotides s'hybridant avec les amorces susmentionnees, 

- la repetition de l'etape d' amplification prec6dente entre environ 15 et environ 35 fois, 
avantageusement environ 30 fois. 

13. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode de detection selon l'une des revendications 
10 a 12, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une ou plusieurs sequences nucleotidiques ou amorces definies dans l'une des 
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revendications 1 a 9, 

- vine ADN polymerase, 

- tm milieu reactionnel avantageusement constitue de lOmM Tris-HCl pH 8,3, 50mM 
KC1, l,5mM MgCl 2 , 0,01 % de gelatine, des 4 desoxynucleotides constitutifs des ADN (dCTP, 
dATP, dGTP, dTTP) a une concentxation de 100 pM chacun. 

14. Sequence nucleotidique comprenant : 

- la sequence representee sur la figure 2 du gene torA codant pour la proteine Tor A de la 

bacterie marine Shewanella C, 

* ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
genetique, et codant pour la proteine TorA de Shewanella C, dont la sequence peptidique est 

representee sur la figure 6, 

* ou toute sequence derivee de la sequence nucleotidique susmentionn6e, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence deriv6e 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 2, 

* ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une sequence 
derivee de cette demiere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 
d'au moins environ 15 nucleotides, 

- la sequence partielle representee sur la figure 3 du gene codant pour la proteine TorA de 
la bacterie marine Photobacterium phosphoreum, 

* ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
genfetique, et codant pour la proteine TorA de Pkctcbacterium phosphoreum dont la sequence 
peptidique est representee sur la figure 7, 

* ou toute s6quence derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee represent6e sur la figure 3, 

* ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionn6e, ou d'une sequence 
d6rivee de cette demiere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de pr6ference constitue 
d'au moins environ 15 nucleotides, 
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- la sequence partielle repr6sentee sur la figure 5 du gene codant pour la proteine TorA 
de la bacterie marine Salmonella typhimurium, 

* ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
g6netique, et codant pour la proteine TorA de Salmonella typhimurium dont la sequence 
peptidique est representee sur la figure 8, 

* ou toute sequence derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, notamment 
par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 5, 

* ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une sequence 
derivee de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etarit de preference constitue 
d'au moins environ 15 nucleotides. 

15. Sequence peptidique codec par une sequence nucleotidique selon la revendication 14, 
15 et comprenant : 

- la s6quence en acides amines representee sur la figure 6 de la proteine TorA de 
Shewanella C, 

* ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 

20 ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 
susmentionn6e representee sur la figure 6, 

* ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence derivee 
de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment 6tant de preference constitue d'au 
moins environ 5 acides amines, 

25 - la sequence partielle en acides amines representee sur la figure 7 de la proteine TorA de 

Photobacterium phosphoreum, 

* ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 

30 susmentionn6e representee sur la figure 7, 

* ou un fragment de la s6quence peptidique susmentionn6e, ou d'une sequence derivee 
de cette derniere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue d'au 
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moins environ 5 acides amines, 

- la sequence partielle en acides amines representee sur la figure 8 de la proteine TorA de 

Salmonella typhimurium, 

* ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amin6s, ladite sequence derivee 
ayant de preference une hoxnologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidaque 
susmentionnee representee sur la figure 8, 

* ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence derivee 
de cette derniere telle que d6finie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue d'au 
moins environ 5 acides amines. 



17 



substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 3, 

- ou tout fragment de la sequence nucl6otidique susmentionnee, ou d'une sequence 
5 derivee de cette demiere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue 

d'au moins environ 15 nucleotides. 

I/invention conceme egalement toute sequence peptidique codee par la sequence 
nucleotidique susmentionnee representee sur le figure 3, et comprenant : 

- la sequence partielle en acides amines representee sur la figure 7 de la proteine TorA de 
1 0 Photobacterium phosphoreum, 

- ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ladite sequence derivee 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence peptidique 
susmentionnee representee sur la figure 7, 

5 - ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence deriv6e de 

cette demiere telle que definie ci-dessus, ledit fragment etant de preference constitue d'au 
moins environ 5 acides amines. 

L'invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique comprenant : 

- la sequence partielle representee sur la figure 5 du gene codant pour la proteine TorA de 
0 la bacterie marine Salmonella typhimurium, 

- ou toute sequence derivee de la sequence susmentionnee par degenerescence du code 
genetique, et codant pour la proteine TorA de Salmonella typhimurium dont la sequence 
peptidique est representee sur la figure 8, 

- ou toute sequence derivee de la sequence nucleotidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs nucleotides, ladite sequence deriv6e 
ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la sequence nucleotidique 
susmentionnee representee sur la figure 5, 

- ou tout fragment de la sequence nucleotidique susmentionnee, ou d'une sequence 
derivee de cette demiere telle que d6finie ci-dessus, ledit fragment 6tant de preference constitue ' ' 
d'au moins environ 15 nucleotides. 

L'invention conceme egalement toute sequence peptidique codee par la sequence 
nucleotidique susmentionnee representee sur la figure 5, et comprenant : 



- la sequence en aeides amines representee snr la figure 8 de la proteme TorA de 

Salmonella typhimurium, 

. ou une sequence derivee de la sequence peptidique susmentionnee, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amin6s, ladite sequence derivee 
5 ayant de preference une homologie d'environ 35 % a 100 % avec la s6quence peptidique 
susmentionnee representee sur la figure 8, 

- ou un fragment de la sequence peptidique susmentionnee, ou d'une sequence derivee de 
cette demiere telle que ddfinie ci-dessus, ledit fragment font de reference constitue d'au 

moins environ 5 acides amines. 
10 Invention sera davantage illustrde a 1'aide de la description detaillee qui suit de 

Intention d'amorces de 1'invention, et de leur utilisation pour la mise en oeivre d'un precede de 
detection selon rinvention. 
Description des figures 

- la figure 1 repr6sente l'alignement des s6quences nucleotidiques des genes tor A de 
15 Skevanella massilia (torA/S.m.), de Shevanella C (torA/S.c), et de Shewanetta putrefaciens 

(torA/S.p.)- . 

- la figure 2 represente la sequence nucl6otidique complete du gene torA codant pour la 

TMAO reductase de Shewanella C. 

- la figure 3 represented sequence nucleotidique partielle du gene torA codant pour la 

20 TMAO r6ductase de Photobacterium phosphoreum. 

la figure 4 represente l'alignement des sequences nucleotidiques des genes torA de 
Shewanella massilia (torA/S.m.), de E. coli (torA/E. c), de Rhodobacter sphaeroides 
(TorA<R.s.), et Rhodobacter capsulatus (TorA/Rx.). Les fleches indiquent la posmon des 
Rentes amorces sur le gene torA de la bacterie Shewanella massilia, elaborees a parUr des 
25 regions conserves Plus particulierement, les positions des differentes amorces « DDN » et 
« BN » sur le gene torA de S. massilia sont les suivantes : 

DDNl + :620 BN1+:1628 
DDN5 + :1428 BN3+:621 
DDN2- : 1684 BN6+ : 1657 

30 DDN3-:2201 BN2-.2403 

DDN4-:2325 BN4-.2023 
DDN5- : 1450 BN5- : 946 
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Figure 2 



torAlShewanella C 



r^T^GTGCCCTATGTGATGGGTACTAAAGATGGCGTAGCCAAAACCCCAGAATGGGCCGC 

TGGTCACCMTMTCSM^ 

^TGGATTGATGCGATTCTCGAACCTGGTAAAACCATTGATGC 

3ACGTTTACGGCGCCTATGCTAACCGCGGTATTTTAGCCJ 



ACTGTTGATGTGAACTGGACGGCAACTTGCCGCTTCTCGGATATCGTACTACCCGCTTGTAC 
TrrarAAAATGGTT^^CACTGTTTGATAGCTTGTCGGATTT^ 

TGCAGAAAATGGTTGAGC^CTCTTTC^^^^^^^^^^^^^^p aGTGGCT ^g^ 



GCCGCCGTACTTGGTAAAGAGAAAGAATACACCCGTAACATGGGCGAAATGGAGTGG^ 

sEEE ===== 

CGAAATC 



Figure 3 
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Photobacterium phosphoreum 



GAATGGGCAGAGCCAATTTGTGGCGTTAAAGCAGAGGCTATTCGAGAATTTGC 
TCGCGGATTAGTTAAAAACCGTACGATGATAATGTTTGGTTGGGCTGTACArr 
mmS^^p^^P^E^^T^^^^^^^^^^^^^^^^^^GCAGTGCTGGCTTr^A^ 
x.A^GCuWrAGGCTTACCTGGTGGAGGGArTTCCTATTCTCACTTTTACAG 



!^r GGGTTACCTTrCflGTflCTGCflGCT GGGCCGGGGGGATTTCCGCGT.n 

atgttgatgaaggccaacagccgatttggaataataacgattttamggctIc 
AG ™ CG ^ Ca T TCCGGTCGCMGflTG ^^^ 



C ^ GC ^! flG ^ GCTGC ^CCGTGGTTAATATTGAT™MGG™ 



AACCTGTCGTTTTTCCGATATTGTATTACCTGCTTGTACCCAATTTr- r, -, 
^ GC !^L T ? ATCCGCTTTMCMTC '^CAGACTTTCAGMAT?TAC?^ 
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Figure 5 

Salmonella typhimurium 

5'ATGAAACAGGTGGTGTCGCCGCAGTTTGAAGCGCGTAACGACTTTGATATT 
TTCCGCGATCTCTGCCGACGCTTTAACCGTGAAGCGGCATTCACGGAAGGTCT 
TGATGAAATGGGCTGGCTGAAACGCATCTGGCAGGAAGGGAGCCAGCAGGGAA 
AAGGTCGCGGTATCCACTTACCGATTTTCGAGGTGTTCTGGAATCAACAGGAG 
TACATCGAGTTTGATCATCCGCAGATGTTTGTACGCCATCAGGCTTTCCGTGA 
AGATCCGGACCTGGAGCCGTTGGGCACGCCAAGCGGTTTGATCGAGATTTACT 
CCAAAACCATCGCCGACATGCAATACGACGATGGTCAGGGCCATCCCATGTGG 
TTCGAAAAAATCGAACGCTCGCATGGCGGGCCGGGATCGCAGCGCTGGCCGCT 
GCACTTACAATCCGTCCACCCTGATTTCCGTCTGCATTCCCAACTGTTGCGAG 

TC 3' 



Figure 6 

TorA/Shewanella C 

MMPT?r>F , T,KGIASSSFWLGGSSVLAPLNALAKTGINEDEWLTTGSHFGAFKMK 

^GDF^VTWD^TLFKHSLDEVQTQYGPSGLHAGQTC^TGQLHSST 
^HMORAVGMHGNYVKKIGDYSTGAGQT I LP YVLGS TEVY AQGT S WPLI LEHS D 
T !n^^NDP^^L^^WNAETHE ^ FAYLAQLKEKVKQGKIRVI S I DPWTKTQ 

TKnrVAKTPEWAAPICGVEAHVIRDLAKTLVKGRTQEMMGWCIQKQQH 



pdssdfkgasstipvarwidailepgktidangskvvypdikmmifsgnnpwn 

tv ^tt nMnKMVEPLFDSLS DFEI FTRFAAVLGKEKEYTRNMGEMEWLETLYN 
nMCESREYRET YAVNGREP VYI S p VDAKARGIKPGDIVRVFNDRGQLLAGAVV 

sdnfpSihe^ygpvgkdgste 

AQAC S AYTCLVEFEKYQGKVPKVS S FDGPTEVE I 



Figure 7 
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